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1 Einleitung

Der Schwarzepilz Stachybotrys (S.) gehort im Reich der Mycota zur Ordnung der Hypocreales
(Hibbett et al., 2007). Diese Mikromyzeten kommen ubiquitdr vor und wachsen aufgrund
ihres zellulolytischen Potentials insbesondere auf feuchten oder welkenden,
zellulosehaltigen Materialien (Forgacs, 1972; Nielsen et al., 1998b).

Stachybotrys spp. haben aufgrund ihrer Fahigkeit hochtoxische Mykotoxine zu bilden eine
besondere Bedeutung in der Tier- und Humanmedizin. Bei Tieren, darunter vor allem bei
Pferden, gelten die zytotoxischen makrozyklischen Trichothecene als Ausléser der
Stachybotryotoxikose (Forgacs, 1972). Beim Menschen ist eine Gesundheitsgefahrdung
durch ein Vorkommen in Innenrdaumen insbesondere nach Feuchteschdden madglich.
Gleichzeitig kann eine inhalative Belastung mit makrozyklischen Trichothecenen beim
Umgang mit verschimmelten Futtermitteln oder wahrend Sanierungsarbeiten auftreten
(Johanning, 1994; Hintikka, 1978).

Gegenwartig ist die Taxonomie der Gattung Stachybotrys nicht ausreichend geklart. Es
existieren viele nicht vollstandig beschriebene Spezies und eine Vielzahl an Synonymen.
Insgesamt sind je nach Quelle bis zu 78 Spezies bekannt, wobei davon bisher nur 22 Spezies
in der Datenbank des National Center for Biotechnology Information (NCBI) anhand ihrer
Nukleotidsequenzen erfasst sind (Crous et al.,, 2004; NCBI, 2014). Eine weiterfiihrende
Charakterisierung anhand des Sekundarmetabolitenprofils existiert nur flr einige dieser
Spezies.

Ziel dieser Arbeit war es daher, die Gattung Stachybotrys am Beispiel von verfligbaren
Referenzstimmen (n=15) und je 15 ausgewahlten Isolaten aus Umweltproben, Futter- und
Lebensmitteln aus der Stammsammlung des Lehrstuhls fir Lebensmittelsicherheit
umfassend auf  phdnotypischer und  genotypischer  Ebene sowie  mittels
massenspektrometrischer Verfahren zu charakterisieren. Dafiir lag ein Schwerpunkt dieser
Arbeit auf der Etablierung einer optimierten Proteinextraktionsmethode fir die
Identifizierung von Stachybotrys anhand ihres ribosomalen Proteinprofils mittels MALDI-TOF

Massenspektrometrie und auf der Erstellung dafiir notwendiger Referenzspektren.
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2 Literatur

2.1 Gattung Stachybotrys

2.1.1 Taxonomie

Echte Pilze (Mycota) werden nach Samson (2010) in vier Abteilungen, die Ascomycota,
Basidiomycota, Zygomycota und Chytridiomycota eingeteilt. Hibbett et al. (2007) teilten die
Mycota  hingegen in sieben Abteilungen ein: Ascomycota, Basidiomycota,
Blastocladiomycota, Chytridiomycota, Glomeromycota, Microsporidia und
Neocallimastigomycota.

Der formalen Einordnung von Schimmelpilzen nach Gedek (1980) folgend, wurde die
Gattung Stachybotrys im Reich der Mycota der Abteilung Deuteromycota, der Klasse
Hyphomycetes, der Ordnung Moniliales und dort der Familie Dematiaceae zugeordnet.

Die gegenwartig anerkannte Einteilung von Mikromyzeten der Gattung Stachybotrys nach

Hibbett et al. (2007) ist der Abbildung 1 zu entnehmen.

Reich
Abteilung
Mycota Klasse
Ascomycota Ordnung
Sordariomycetes Familie
Hypocreales Gattung

Incertae sedis
Stachybotrys

Abbildung 1: Systematik fur Stachybotrys spp. nach Hibbett et al. (2007)

Auf Gattungsebene fiihren Seifert et al. (2011) sieben Synonyme fiir Stachybotrys an:
Fuckelina Sacc. (1875), Gliobotrys Hohn. (1902), Hyalobotrys Pidopl. (1948),
Hyalostachybotrys (1958), Spinomyces Saito (1939), nom. inval. Art. 36 (nomen invalidum)
(2 Memnoniella) und Synsporium Preuss (1849).

Stachybotrys ist ein typischer Schwarzepilz, dessen mikroskopisches Erscheinungsbild durch

langliche Konidiophoren und keulenformige Phialiden gekennzeichnet ist (Abbildung 2).
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Konidien

Phialiden

Konidiophore

Abbildung 2: Typische schwarze Dreipunktkultur von S. chartarum auf Malzextraktagar und
lichtmikroskopische Aufnahme von S. chartarum (Klebestreifenpraparat,
Anilinblaufarbung, 400-fache VergroRerung) (Biermaier, 2013)

Das erste Stachybotrys-lsolat (S.) wurde von Corda (1837) in einem von Schimmel befallenen

Gebdude in Prag von einer Tapete isoliert und als S. atra CORDA beschrieben.

Bis 1943 waren 20 Spezies bekannt, die von Bisby (1943) neu geordnet auf zwei Spezies,
S. atra und S. subsimplex reduziert wurden. Er postulierte, dass extrinsische Faktoren, z.B.
UV-Licht oder Kalte, zur Entstehung abnormer Isolate (,freak isolates”) fihren kénnen und

dass diese nicht als neue Spezies behandelt werden dirften.

Die Zugehorigkeit eines Isolates zur Gattung Stachybotrys wurde nach der Farbe der
Kolonien bestimmt (Bisby, 1943). Hughes (1953) hingegen nahm spéter die taxonomische
Einordnung nach der Form und Beschaffenheit der Konidiophoren und Konidien vor.

S. atra wurde 1976 in S. chartarum (EHRENBERG EX LINK) HUGHES (Jong und Davis, 1976)
umbenannt. 1976 waren insgesamt elf Spezies aufgrund ihrer unterschiedlichen
Kulturmorphologie differenziert (Jong und Davis, 1976). Cruse et al. (2002) nannten ebenso
elf, zum Teil abweichend von Jong und Davis (1976), morphologisch anerkannte Spezies von
Stachybotrys. Aufgrund morphologischer und phylogenetischer Untersuchungen und
Analysen des Metabolitenprofils wurde S. chartarum sensu lato (im weiten Sinne) in einen
Chemotyp A und den hoch zytotoxischen Chemotyp S, sowie eine neue Spezies,

S. chlorohalonata, unterschieden (Andersen et al., 2003).
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Die Zuordnung von Schimmelpilzen zur Gattung Stachybotrys ist bislang problematisch. Es
tauchen immer wieder kryptische Spezies auf, deren Taxonomie fiir Verwirrungen sorgen
(Cruse et al., 2002). Dies kann sehr gut anhand von Gattungen wie Memnoniella dargestellt
werden, die erst spater aufgrund von DNA-Analysen der Gattung Stachybotrys zugeordnet
wurden (Haugland et al., 2001).

Diese Gattung wurde urspringlich aufgrund ihrer Morphologie und der Art der
Sporenbildung von der Gattung Stachybotrys unabhangig aufgelistet (Jong und Davis, 1976).
Memnoniella echinata besitzt dhnlich ausgepragte Konidiophoren, produziert jedoch runde
Sporen in Ketten (Abbildung 3) (Jong und Davis, 1976). Wang et al. (2014) bestatigten
schlieRlich die Uberfiihrung von Memnoniella spp. in Stachybotrys spp. auch aufgrund eines
vergleichbaren Metabolitenprofils.

Zuck (1946) und Wang et al. (2015) beobachteten, dass Memnoniella echinata-lsolate auch

Sporenpakete dhnlich derer von S. chartarum bilden kénnen.

Myrothecium ist eine weitere Gattung, die bislang getrennt von der Gattung Stachybotrys

aufgefiihrt wird, obwohl es auf morphologischer und phylogenetischer Ebene Ahnlichkeiten

gibt und sie ein vergleichbares Mykotoxinprofil aufweist (Castlebury et al., 2004).

‘ % g
?} .

Abbildung 3: Rasterelektronenmikroskopaufnahmen: A:  Memnoniella  echinata
(ATCC 22697) VergroBerung: 3.000-fach (Haugland et al.,, 2001),
B: S. chartarum Chemotyp S (IBT 40293) Vergroferung: 2.500-fach
(Gareis, 2014)
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Waiahrend des Internationalen Botanischen Kongresses (IBC) 2011 legte das dort tagende
Nomenklatur-Komitee fest, dass neue Namen fir Schimmelpilze in Zeitschriften publiziert
werden missen, die "peer-reviewed" sind. Zusatzlich missen die Namen in Online-

datenbanken wie , Index Fungorum" oder ,,MycoBank" registriert werden (Norvell, 2011).

In diesen Onlinedatenbanken, aber auch in Fachblichern wie dem ,,Dictionary of the Fungi“,
werden unterschiedliche Stachybotrys spp. gelistet (Crous et al., 2004; Kirk et al., 2008; The
Royal Botanic Gardens Kew et al., 2014). Oft werden dort auch verschiedene Synonyme fir
dieselbe Stachybotrys sp. verwendet. Fur S. chartarum existieren so insgesamt 23 Synonyme
(vgl. Tabelle 40 im Anhang).

Bis zum Jahr 2004 waren 51 Stachybotrys spp. und vier Memnoniella spp., die zur Gattung
Stachybotrys gezahlt wurden, anerkannt (Pinruan et al., 2004). Die gegenwartige Zahl an
Eintragen fur Stachybotrys spp. - in Abhdngigkeit der Quellen - in verschiedenen

Onlinedatenbanken und Biichern ist in Tabelle 1 dargestellt.

Tabelle 1: Eintrage von Stachybotrys spp. in verschiedenen Datenbanken

Quelle Anzahl* Referenz
Dictionary of the Fungi 44 Kirk et al. (2008)
The Royal Botanic Gardens Kew et
Index Fungorum 78 al. (2014)
MycoBank 78 Crous et al. (2004)
National Center for 27 NCBI (2014)

Biotechnology Information

Systematic Mycology and
Microbiology Laboratory 33 Farr und Rossmann (2014)
Saccardo Database

* Zusammenstellung einzelner Spezies siehe Tabelle 40 im Anhang

In der zehnten Ausgabe des ,Dictionary of the Fungi“ wurden 44 Spezies der Gattung

Stachybotrys zugeordnet (Kirk et al., 2008).
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Die Datenbank ,,Systematic Mycology and Microbiology Laboratory Saccardo Database” zahlt
jedoch nur 33 Eintrage, ohne genauer darauf einzugehen, welche als Synonyme zu
betrachten sind (Farr und Rossmann, 2014).

In der Onlinedatenbank ,Index Fungorum® sind 78 Stachybotrys spp. aufgelistet. Von diesen
78 Spezies sind sechs unter anderen Gattungen (Melanopsamma, Memnoniella, Periconiella
und Sterigmatobotrys) gefiuhrt (Tabelle 40 im Anhang), die als Synonyme fir

Stachybotrys spp. gelten (The Royal Botanic Gardens Kew et al., 2014).

Alle diese 78 Spezies sind publiziert und ebenfalls in der Onlinedatenbank MycoBank erfasst
und somit gemall den Beschllissen des Internationalen Botanischen Kongresses (IBC) 2011
anerkannt (Crous et al., 2004; Hawksworth et al., 2011; Norvell, 2011; Robert et al., 2005). In
der Datenbank des ,National Center for Biotechnology Information” (NCBI) sind von diesen
78 Stachybotrys spp. nur 22 Spezies mit ihren Nukleotidsequenzen gelistet (NCBI, 2014). Die
anderen 56 Stachybotrys spp. wurden grofStenteils nur anhand ihrer Kulturmorphologie
beschrieben. Pan et al. (2014) beschrieben zudem vier weitere Spezies, jedoch nur
kulturmorphologisch. Diese vier neuen Stachybotrys spp. waren zum Zeitpunkt dieser
Dissertation noch nicht in ,Index Fungorum" registriert (The Royal Botanic Gardens Kew et
al., 2014).

In Tabelle 40 im Anhang sind die momentan bekannten und durch die Aufnahme in
»MycoBank" und ,Index Fungorum" anerkannten Stachybotrys spp. (n=78) und ihre

Synonyme zusammengestellt.

Derzeit sind nur zwei teleomorphe Formen von Stachybotrys bekannt, Melanopsamma
pomiformis von S. albipes und Nectriella funicola von S. oleronensis (Booth, 1957; Castlebury
et al., 2004; Lechat et al., 2013), wobei ,Index Fungorum" und , MycoBank" in Hinblick auf
Melanopsamma pomiformis unterschiedliche Meinungen vertreten (Wang et al., 2015).
»MycoBank" fiihrt Melanopsamma pomiformis als geschlechtsneutral, wohingegen ,,Index
Fungorum" Melanopsamma pomiformis als teleomorphe Form von S. albipes ansieht (Crous
et al., 2004; The Royal Botanic Gardens Kew et al., 2014).

Zudem wird vermutet, dass Flexuoniesslia sp. eine teleomorphe Form einer noch nicht
identifizierten Stachybotrys sp. ist (Whitton et al., 2001) und Ornatispora spp. ebenfalls

asexuelle Stachybotrys-Stadien besitzen (Whitton et al., 2012).
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Bislang existiert keine einheitliche Gliederung der Gattung Stachybotrys. Wang et al. (2015),
die sich der unlbersichtlichen Taxonomie der Gattung Stachybotrys widmeten, weisen
ebenfalls darauf hin, dass aktuell keine einheitliche taxonomische Einordnung von

Stachybotrys spp. moglich ist.

2.1.2 Wachstumsbedingungen

Stachybotrys kommt weltweit vor und wachst bevorzugt auf zellulosehaltigen Materialien
(Samson, 2010). Abhdngig von den Matrices, auf denen Stachybotrys spp. wachsen, sind
auch die jeweiligen Angaben betreffend Temperaturangaben, die relative Luftfeuchtigkeit

und pH-Wert fiir das Wachstum von Stachybotrys spp. in der Literatur oft verschieden.

In alterer Literatur werden je nach Nahrmedium Temperaturbereiche von +2 bis +40 °C flr
das Wachstum und ein minimaler a,,-Wert von 0,85 bis 0,95 fiir das Auskeimen der Sporen
genannt. Fir die Sporulation ist ein a,-Wert von 0,91 bis 0,96 optimal (Ayerst, 1969; Domsch
und Gams, 1970; Grant et al., 1989).

Fir das Wachstum von Stachybotrys spp. auf Potato Dextrose Agar (PDA) wird von einem
Temperaturoptimum von 25 - 30 °C und einem optimalen a,-Wert von 0,980 - 0,995
ausgegangen (Frazer et al., 2011; Magan et al., 2012). PDA erwies sich jedoch als nicht
optimal fiir die Sporulation von Stachybotrys spp. (McQuade, 1963).

Biotin und Glucose erwiesen sich als limitierende Faktoren fiir das Wachstum von
Stachybotrys-Kulturen auf Nahrmedien (Buston und Basu, 1947; McQuade, 1963; Steinberg,
1939).

McQuade (1963) beschrieb eine Abhangigkeit des Erscheinungsbildes des Myzels vom
Verhaltnis bestimmter Salze sowie von deren Konzentration im Nahrmedium. Durch erhéhte
Konzentrationen von Dikaliumhydrogenphosphat (K,HPO,) wurde vermehrt filamentdses
Myzel ausgebildet. Durch niedrige Konzentrationen von Ammoniumchlorid (NH4Cl) wurde

die Sporulation unterdriickt; auerdem kam es zu einem Anschwellen der Zellen.
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2.1.3 Vorkommen

Stachybotrys spp. kommen ubiquitdar vor. Sie wachsen bevorzugt als Saprobionten auf
feuchtem, zellulosehaltigem und welkendem Material wie Heu und Stroh, aber auch auf
zellulosehaltigen Baumaterialien und Innenraummaterialien (Hintikka, 1977; Jarvis et al.,
1983; Nikulin et al., 1994).

In Einzelfallen wurde Giber den Nachweis von S. atra in menschlichen Konjunktivalsacken und
die Isolierung von S. chartarum aus der Lunge eines an pulmonaler Hdmosiderose erkrankten

Kindes berichtet (Ainley und Smith, 1965; Vesper et al., 2000b).

2.1.3.1 Futtermittel

Im Jahr 1931 kam es in der Ukrainischen Sozialistischen Sowjetrepublik gehduft zu
Todesféllen von Pferden (Forgacs, 1972). Als Ursache wurde Stroh identifiziert, das mit
einem schwarzen Schimmelpilz bedeckt war (Drobotko et al., 1946, zit. nach Forgacs, 1972).
Sarkisov (1947) isolierte drei Jahre spater S. alternans aus Stroh eines Betriebes, in dem die
Erkrankung Stachybotryotoxikose (vgl. 2.2.1) endemisch war (Forgacs, 1972). Harrach et al.
(1983) wiesen die fur die Stachybotryotoxikose verantwortlichen Mykotoxine,

makrozyklische Trichothecene (vgl. 2.1.4.1), erstmals in Stroh nach.

In Tabelle 2 sind die in der verflgbaren Literatur von 1929 - 1991 beschriebenen
Stachybotryotoxikose-Erkrankungen bei Tieren zusammengefasst, die mit dem Vorkommen
von Stachybotrys auf Heu und Stroh in Zusammenhang gebracht werden. Heu und Stroh,
insbesondere Gerstenstroh, gelten als das beste Nahrsubstrat fir S. chartarum (Dankd,

1975; Harrach et al., 1987; Le Bars und Le Bars, 1991).
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Tabelle 2: Vorkommen von Stachybotrys im Zusammenhang mit der Erkrankung
Stachybotryotoxikose bei Tieren von 1929 - 1991 (modifiziert nach Kluwe, 2006)

Jahr Land Bet.r offene Matrix Referenz
Tierart
1929 Ungarn Pferd n.b. Jarmai (1929)?
1931-1938 |  Ukraine Plerg | VETSChimmeltes | o otko et al. (1946)"
Heu/Stroh
schwarz
1946 n.b. Pferd verschimmeltes Drobotko et al. (1946)*
Stroh
1951-1957 . 1
auRer 1954 Ukraine Pferd n.b. Shulyumov et al. (1960)
. mit S. alternans 1
1959 n.b. Pferd/Rind befallenes Stroh Fortuskny et al. (1959)
Ismailov und Moroshkin
(1962); Kurmanov (1961);
1960-1962 n.b. Rind n.b. Levenberg et al. (1961);
Matusevich et al. (1960);
Nagornyi et al. (1960)"
1965 Ungarn Pferd Gerstenstroh Danko (1975)
1983 Siidafrika Schaf Weizen-und |\ 1 ind Marasas (1983)2
Gerstenstroh
1983 Ungarn Pferd Stroh Harrach et al. (1987)
1984 Deutschland Pferd verschl_llr:l:neltes Launer et al. (1987)°
1991 Frankreich Pferd versc;;\;r:eltes Lefebvre et al. (1994)°

"hach Forgacs (1972)

*hach Kluwe (2006)

n.b.: nicht beschrieben

In Agypten wurden 164 S. chartarum-lsolate aus 50 Weizenstrohproben gewonnen (El-Kady
und Moubasher, 1982). In Sldafrika wurde S. chartarum aus Weizen- und Gerstenstroh
isoliert (Kriek und Marasas, 1983, zit. nach Kluwe, 2006). Ohff und Weissbach (1984)
gewannen elf S. atra-Isolate aus 61 Futtermitteln aus der ehemaligen DDR. Bata et al. (1985)
beschrieb 17 S. atra Stamme aus Stroh in Ungarn und der Tschechoslowakei und wiesen das
Bildungsvermdégen von makrozyklischen Trichothecenen bei den isolierten S. atra Stammen
nach. In Frankreich isolierten Le Bars und Le Bars (1991) von 1974 - 1984 20 S. atra Stamme

aus Stroh. Tantaoui-Elaraki et al. (1994) isolierten S. atra aus zehn Strohproben in Marokko.
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Zuletzt beschrieb Kluwe (2006) das Vorkommen von 32 Stachybotrys-lsolaten in Heu- und
Strohproben aus Deutschland. Zudem wies sie das Bildungsvermoégen von makrozyklischen

Trichothecenen bei einigen der gewonnen Isolate nach.

2.1.3.2 Lebens- und Genussmittel

In Tabelle 3 sind die verfiigbaren Berichte Uber den Nachweis von Stachybotrys spp. in
Lebens- und Genussmitteln zusammengefasst. Stachybotrys spp. wurden aus verschiedenen,
teilweise verarbeiteten Agrarprodukten wie Getreide, Hafermehl, Erbsen und rotem Pfeffer
isoliert (Abdel-Hafez und El-Said, 1997; Fung et al., 1998; Korpinen und Uoti, 2009; Nejat und
Ershad, 1994).

Zudem wurden Stachybotrys spp. in Tabak (Nicotiana tabacum L. var. Burley) nachgewiesen
(Catania et al., 1998 nach Li und Hartman, 2000) und als mdgliche Verursacher des ,,Soybean
root rot” identifiziert (Li und Hartman, 2000; Li et al., 2002).

Zuletzt wurde S. chartarum aus Heilkrautern (Abdel-Hafez Sll und Naggar, 2006 nach Ramos
et al.,, 2013) und S. chartarum (Chemotypen A und S) sowie S. chlorohalonata aus

getrockneten Krautern isoliert (Biermaier et al., 2015).

Tabelle 3: Vorkommen von Stachybotrys auf Lebens- und Genussmitteln

Jahr Land Matrix Referenz

1972 Finnland Erbsen Korpinen und Ylimaki (1972)
1994 Iran Gerste Nejat und Ershad (1994)
1997 Agypten roter Pfeffer Abdel-Hafez und El-Said (1997)
1998 n.b. Getreide Fung et al. (1998)

1998 n.b. Tabak Catania et al. (1998)*

2000 USA Sojabohnenwurzeln Li und Hartman (2000)

2006 Agypten Heilkrauter Abdel-Hafez SIl und Naggar (2006)°
2013 Deutschland Krauter Biermaier et al. (2015)

"hach Li et al. (2002) *nhach Ramos et al. (2013) n.b.: nicht beschrieben
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2.1.3.3 Umweltproben

Aufgrund von Wasserschaden kann es in Innenrdaumen zu einem Wachstum von
Mikromyzeten kommen (Nielsen, 2002).

Wie Tabelle 4 zu entnehmen ist, wurden Stachybotrys spp. auf verschiedenen Arten von
feuchtigkeitsgeschadigten  Materialien  (Holzleisten, Mobel, Teppiche, Tapeten,
Gipskartonplatten, u.a.) aus Innenrdumen (Andersson et al., 1997; Gareis, 1995; Gottschalk
et al., 2006; Jarvis et al., 1996; Van Reenen-Hoekstra et al., 1991) oder aus Bichern und
Abfallpapier isoliert (Nikulin et al., 1994). Zudem konnten Stachybotrys-Sporen auch in
Staubproben (Bloom et al., 2009; Hunter et al., 1988) und Luftproben aus Innenrdumen mit
Feuchteschdaden nachgewiesen werden (Gravesen et al.,, 1999; Reponen et al.,, 1994,
Johanning, 1994; Gareis, 1995).

Zum Teil wurden die Proben im Zusammenhang mit Erkrankungen von Menschen gewonnen
(Tabelle 4). In der Literatur beschriebene Krankheitsfille und dabei aufgetretene Symptome
sind in Tabelle 5 zusammengefasst. Zudem konnte bei solchen Proben mittels MTT-
Zytotoxizitatstest die hochgradige Zytotoxizitat nachgewiesen werden, was mit der Prasenz

der makrozyklischen Trichothecene positiv korrelierte (Gareis, 1995; Hanelt et al., 1994).
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Tabelle 4: Zusammenstellung von Stachybotrys-Nachweisen in Innenrdumen

Jahr

Land

Matrix

Referenz

1983-1985

England

Luftfilter

Hunter et al. (1988)

1982*

Belgien

Luftfilter
Matratzen
Mobel
Tapete
Teppichstaub

Nolard (1999)

1990-1991

Finnland

Luftfilter

Reponen et al. (1994)

n.b.

Holland

Fensterrahmen
FuBbodenmaterial
Luftfilter
Mobel
Tapete
Teppich
Wandmaterial

Van Reenen-Hoekstra et al.
(1991)

1992-1996*

Finnland

Staub

Reijula (1999)

1993-1998*

USA

Deckenplatten
Gipskartonplatte
Holz
Isolierungsmaterial
Luftfilter
Putz
Tapete
Teppich

Gareis (1995);
Johanning (1994)

n.b.*

Deutschland

kompostierbare
Blumentopfe

Dill et al. (1997)

1995*

Finnland

Baumaterial
Staub

Andersson et al. (1997)

n.b.

Danemark

Gipskartonplatten
Holz
Isoliermaterial

Gravesen et al. (1999)

n.b.*

USA

Bodenmaterial
Gipskartonplatte
Polster
Teppich

Craner (1999)

2005-2006

Deutschland

Gipskartonplatte
Tapete
Wandmaterial

Gottschalk et al. (2006)

2007

USA

Staub

Bloom et al. (2009)

*Proben im Zusammenhang mit Erkrankungen von Menschen gewonnen

n.b.: nicht beschrieben



2 LITERATUR 23
Tabelle 5: Vorkommen von Stachybotrys in Umweltproben im Zusammenhang mit
Erkrankungen beim Menschen
Jahr Matrix Betroffene Symptome Referenz
Atemwegsbeschwerden,
n.b Pilzextrakte/ Versuchspersonen SI(:LIIt:itr‘InTéif; Drobotko
o Stroh P e (1945)*
dermatologische
Beschwerden, Blutungen
Staub/ . . Hintikka
197 Landarbeit tachybotryotoxik
8 Landwirtschaft andarbeiter Stachybotryotoxikose (1978)1
Etzel et al.
1993- _ L i (1998);
1994 Luftfilter Kleinkinder pulmonale Hamosiderose Montana et
al. (1997)"
Atemwegsbeschwerden,
chronisches Erschépfungs-
Syndrom,
verschimmeltes . Blutbildverdanderungen Johanning et
1996 B tellt ’
? Papier Hroangestetfiie Irritation der al. (1996)
Augenschleimhaut,
dermatologische
Beschwerden
Baumaterial/ Irritation von Augen- und | Andersson et
1997 Handwerk
? Innenraum anawerker Nasenschleimhaut al. (1997)
dermatologische
Beschwerden, Irritation
. . der Schleimhaute, Johanning et
1998 Luftfilter Bliroangestellte respiratorische al. (1998)
Beschwerden, ZNS-
Stérungen
. Mitarbeiter des Hodgson et
19 Luftfilt I le Beschwerd
98 uftfilter Gerichts pulmonale Beschwerden al. (1998)"
1996- Baumaterial/ e S Engvall et al.
2001 Innenraum Anwohner Sick-Building"-Syndrom (2001)
Irritation der Augen- und
Baumaterial/ oberen Usleber et al.
2000 Innenraum Anwohner Atemwegsschleimhaute, (2001)
Kopfschmerzen
Baumaterial/ ; e S Scheel et al.
2001 Innenraum Schiler/Lehrer Sick-Building"-Syndrom (2001)
Irritation der oberen Mussalo-
2010 Luftfilter Anwohner Atemwege und Rauhamaa et
Augenschleimhaute al. (2010)

"hach Johanning (1999) ZNS: Zentralnervensystem n.b.: nicht beschrieben *Humanexperimente
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2.1.4 Metabolite des sekundaren Stoffwechsels

Metabolite des sekundaren Stoffwechsels werden als Substanzen beschrieben, die scheinbar
keine lebenswichtige Funktion im Organismus (ibernehmen. Oftmals werden sie in der
Literatur auch "Abfall- oder Detoxifikationsprodukte" genannt und wiegen selten mehr als
3000 Da (Williams et al., 1989). Zu diesen Metaboliten zdhlen auch von Pilzen gebildete
Mykotoxine (Jarvis et al., 1995).

Metabolite wie Mykotoxine erfiillen jedoch eine 6kologische Funktion. Sie werden von dem
bildenden Organismus unter anderem gegen Konkurrenten eingesetzt, die sich im selben
Habitat befinden, um sich einen Vorteil im Kampf um Nahrstoffe zu verschaffen (Gareis und
Gottschalk, 2014).

Andere Metabolite besitzen z.B. antibiotische Eigenschaften gegen Pilze oder Bakterien
(Fleming, 1929; Xu et al., 1992). Zudem wurde die Wirksamkeit von einigen Metaboliten

gegen Insekten und Wiirmer nachgewiesen (Vesper, 2002).

Eine Ubersicht zu den von Stachybotrys spp. gebildeten Metaboliten wie Trichothecenen
(2.1.4.1), Atranonen (2.1.4.2) und Phenylspirodrimanen (2.1.4.3) liefert Tabelle 6. Von den
derzeit 78 beschriebenen Stachybotrys spp. wurden 13 ndher auf die Produktion von
Trichothecenen und Atranonen untersucht. S. chartarum Chemotyp S und Chemotyp A,
S. chlorohalonata und S. dichroa erwiesen sich einheitlich als Produzenten von einfachen
Trichothecenen (Andersen et al., 2003). Hinsichtlich des Bildungsvermogens von S. albipes,
S.  kampalensis, S. microspora, S. nephrospora und S. oenanthes sind die
Untersuchungsergebnisse uneinheitlich. S. chartarum Chemotyp S und S. dichroa gelten als
Bildner von makrozyklischen Trichothecenen (Andersen et al., 2003; Jarvis et al., 1995). Fir
S. albipes, S. kampalensis und S. microspora sind die Angaben hingegen widerspriichlich.

Die Bildung von Phenylspirodrimanen wurde bisher nur bei S. chartarum beschrieben

(Hinkley et al., 1999; Jarvis et al., 1995; Li et al., 2014).
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Tabelle 6: Metabolitenprofil von Stachybotrys spp.
Bildung von
Stachybotrys (S.) spp. ma?krozyklischen _einfachen Atranonen
Trichothecenen Trichothecenen
S. albipes Ja*/Nein? Ja'/Nein? Nein?
S. chartarum* (Chemotyp A) Nein’ Ja’ IEN
S. chartarum* (Chemotyp S) IEN Ja’ Nein?
S. chlorohalonata Nein’ Ja® Ja®
S. cylindrospora Nein’ Nein’ Nein’
S. dichroa Ja’ Ja® Nein’
S. elegans (bisbyi**) Nein? Nein? Nein?
S. kampalensis Ja*/Nein* Ja'/Nein* n.b.
S. microspora Ja*/Nein? Nein’+/-! Ja?
S. nephrospora Nein? +/-? Nein?
S. nilagirica Nein? Nein? Nein?
S. oenanthes Nein? +/-? Nein?
S. parvispora Nein? Nein? Nein?
S. theobromae Nein’ Nein’ Nein’

*Bildung Phenylspirodrimanen fiir S. chartarum beschrieben (Jarvis et al., 1995) ! el-Maghraby et al. (1991)
> Andersen et al. (2002)
* Andersen et al. (2003)
4 El-Kady und Moubasher (1982)

** Synonym zu S. elegans
Ja: gebildet
Nein:  nicht gebildet

+/-: nicht alle Isolate Gbereinstimmend

n.b.: nicht beschrieben
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2.1.4.1 Trichothecene

Zu den Trichothecenen zadhlen ca. 150 Metabolite, die zytotoxisch und immunmodulatorisch
wirken konnen (Bennett und Klich, 2003; Otokawa, 1983). Sie gehdren zur Gruppe der
zyklischen Sesquiterpene, denen ein trizyklisches Grundgeriist und mindestens eine

Epoxygruppe gemein sind (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Grundgerst von Trichothecenen nach Cole et al. (2003)

Trichothecene unterscheiden sich in Anzahl und Position der Hydroxygruppen und darin, wie
diese verestert sind. Aufgrund der verschiedenen chemischen Strukturen wurden die

Trichothecene in vier Typen (A-D) unterteilt (Ueno, 1983).

Typ B unterscheidet sich von Typ A durch eine Ketogruppe an Kohlenstoffatom C-8. Beide
Typen werden hauptsachlich von Pilzen der Gattung Fusarium gebildet (Ueno, 1983), wobei
auch S. chlorohalonata und Myrothecium spp. Typ A Trichothecene wie z.B. Trichodermol
bzw. Trichoverroide bilden kdnnen (Jarvis et al., 1996; Andersen et al., 2002; Nielsen et al.,
1998a). Die Typ C Trichothecene besitzen zusatzliche Epoxygruppen und kdnnen als einfache
oder makrozyklische Trichothecene vorliegen, die hauptsachlich von den Gattungen
Cephalosporium und Trichothecium gebildet werden (Cole et al., 2003). Typ D Trichothecene,
makrozyklische Trichothecene, sind durch einen unterschiedlich aufgebauten Makrozyklus
zwischen Kohlenstoffatom C-4 und C-15 gekennzeichnet (Ueno, 1983).

Abgesehen von S. chartarum Chemotyp S und Myrothecium spp. kdnnen makrozyklische
Trichothecene auch von der Pflanzengattung Baccharis synthetisiert werden. Diese werden
als Baccharinoide bezeichnet. Dabei handelt es sich zum Teil um dieselben makrozyklischen
Trichothecene die auch von Myrothecium gebildet werden. Es wird davon ausgegangen, dass
die Pflanze die zur Toxinproduktion nétigen Gene von den Mikromyzeten erworben hat

(Jarvis et al., 1988).
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S. chartarum Chemotyp S bildet folgende makrozyklische Trichothecene (Abbildung 5):
Satratoxin F, G und H, Roridin E und L-2, sowie Verrucarin J bzw. Isoformen davon (Andersen
et al., 2002; Jarvis et al., 1988). Die Metabolite Roridin A und Verrucarin A werden hingegen

nur von Myrothecium roridum bzw. Myrothecium verrucaria gebildet (Cole et al., 2003).

Gi

c/ )
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o
OH

Satratoxin H Satratoxin G Verrucarin J
(C29H3609) (C29H36010) (C27H3209)
MW: 528,24 MW: 544,23 MW: 484,21

o o]
ﬁ—/—‘—o

HO

Satratoxin F Roridin E Roridin L-2
(C29H34010) (C29H3808) (C29H3809)
MW: 542,22 MW: 514,26 MW: 530,25

Abbildung 5: Strukturformeln der von S. chartarum Chemotyp S gebildeten makrozyklischen
Trichothecene nach Cole et al. (2003). Isoformen nicht abgebildet
(MW=Molekulargewicht, g/mol)
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In Tabelle 7 sind Werte fir akute Toxizitaten ausgewahlter Trichothecene im Tierexperiment
bzw. Zytotoxizitatstest dargestellt.

Die hochste Toxizitat besitzen die Typ D Trichothecene, da sie im Vergleich zu den einfachen
Trichothecenen irreversibel an die 60S Untereinheit der Ribosomen binden kénnen und so
durch die Interaktion mit der Peptidyltransferase die Proteinsynthese in der
Initiations-, Elongations- und Terminationsphase hemmen (Feinberg und McLaughlin, 1989;

Hernandez und Cannon, 1982; Rocha et al., 2005; Ueno, 1977).

Tabelle 7: LDso-Werte und ICso-Werte fiir ausgewahlte Trichothecene (Typ A-D) nach
Ueno (1983), Yoshizawa et al. (1986) und Gareis (2006)

LDso-Werte ICso-Werte
(mg/kg) (ng/ml)
Typ Trichothecene Miuse Neug?borene
Mause SK-Zellen
i.V. i.p. S.C. p.o. s.C.
A T-2 Toxin - 5,2 - 10,5 | 0,15 0,02
Trichodermol - - 500 - 1000 - - -
B Nivalenol - 4,1 - - - 2,0
Deoxynivalenol - 70,0 - 46,0 - 17,0
C Crotocin 800 500 > 1000 - - -
D Verrucarin A - 0,5 - - - 0,005
Satratoxin G - 1,2 - - - 0,007
LDso: Median Lethal Dosis 50 i.v.: intravends p.o.: per os
ICsp: Inhibitory Concentration 50 i.p.: intraperitoneal s.C. subcutan
SK: Swine Kidney

Anhand der ICso - Werte konnte festgestellt werden, dass Typ D Trichothecene ca. 20-fach
toxischer gegeniiber porcinen Nierenzellen (SK-Zellen) sind als Typ A Trichothecene (Gareis,

2006; Hanelt et al., 1994).

Die von Stachybotrys-Isolaten gebildeten Metabolite wirken nicht nur zytotoxisch, sondern
auch proinflammatorisch, indem sie die Produktion von reaktiven Sauerstoffradikalen und
Zytokinen (TNF-a und IL-6) anregen (vgl. Tabelle 9) (Islam et al., 2006; Leino et al., 2003;

Lichtenstein et al., 2010; Pieckova et al., 2009; Ruotsalainen et al., 1998; Yike et al., 2005).
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2.1.4.2 Atranone

Atranone bestehen aus einem Dolabellan-Diterpen-Ringsystem sowie einem
Enol-Lacton-System. Atranone A - K sind in der Literatur beschrieben (Hinkley et al., 1999;
Hinkley et al., 2000; Hinkley et al., 2003). Atranone wie z.B. Atranon B (Abbildung 6) werden
ausschlieBlich von Stachybotrys spp. gebildet, die keine makrozyklischen Trichothecene

produzieren (Tabelle 6) (Andersen et al., 2003; Hinkley et al., 1999; Rand et al., 2006).

Mause, denen hohe Konzentrationen von Atranon A und C intratracheal verabreicht wurden,
reagierten mit unterschiedlich starkem Anstieg von Entziindungsmediatoren und
Makrophagen (Rand et al., 2006). Damit kann von einer proinflammatorischen Wirkung auf
Sdugetiere ausgegangen werden, wobei gegenwartig keine weiteren Erkenntnisse oder

Fallberichte vorliegen.

Abbildung 6: Chemische Struktur von Atranon B (C;sH3407, Molekulargewicht: 446,2 g/mol)
nach Cole et al. (2003)

2.1.4.3 Phenylspirodrimane

Es sind 24 verschiedene Phenylspirodrimane bekannt, die von verschiedenen Stachybotrys
spp. gebildet werden kdnnen (Jarvis et al., 1995; Li et al., 2014).

Sie werden Uber zwei Synthesewege produziert, den Terpensyntheseweg und den
Polyketidsyntheseweg (Nielsen, 2003). Phenylspirodrimane, wie das Stachybotryamid
(Abbildung 7), gelten als immunsupprimierend, da sie das Komplementsystem hemmen,
proteolytische Enzyme inhibieren und die Ausschittung von TNF-a vermindern (Hinkley et
al.,, 1999). Sie stimulieren die Produktion von Plasminogen, regen die Fibrinolyse und die

Thrombolyse an und wirken geringgradig zytotoxisch und neurotoxisch (Nielsen, 2003).
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Im  Vergleich zu makrozyklischen Trichothecenen ist die Zytotoxizitdit von

Phenylspirodrimanen deutlich geringer (Jarvis et al., 1995).

NCH ,CH,OH

HO-"""

Abbildung 7: Chemische Struktur von Stachybotryamid (CsH3sNOs, Molekulargewicht:
429,3 g/mol) nach Hinkley et al. (1999)

2.2 Bedeutung als Krankheitserreger

2.2.1 Tier

Wahrend der Invasion der Mongolen in Russland im 13. Jahrhundert kam es vermutlich
aufgrund von mit S. alternans kontaminiertem Stroh zu massiven Todesfdllen bei Pferden
(Dankd, 1975; Forgacs, 1972).

Im Jahr 1930 erkrankten Pferde in der Ukrainischen Sozialistischen Sowjetrepublik an
verschimmeltem Stroh. Zu dieser der Zeit war die Krankheit unter dem Namen
»NZ“ (neizvestnoe zabolevanie - unbekannte Erkrankung) oder ,,MZ“ (massovoe zabolevanie
- Massenerkrankung) bekannt (Forgacs, 1972). In Ungarn wurde die Erkrankung als
Pyoseptikdmie beschrieben (Dankd, 1975).

Um die Todesfalle in der Ukrainischen Sozialistischen Sowjetrepublik zu stoppen, arbeiteten
mehrere Arbeitsgruppen gleichzeitig an der Klarung der Atiologie. 1938 wies Sarkisov
S. alternans in Stroh aus einem von den Todesfdllen betroffenen Pferdebestanden nach und
brachte so ein Vorkommen von Stachybotrys mit der Erkrankung der Pferde in Verbindung

(Sarkisov, 1947, zit. nach Forgacs, 1972).
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Der Begriff "Stachybotryotoxikose" als Krankheitsbild wird erstmals in einem von der
sowjetischen Armee erbeuteten Wehrblatt erwdhnt. In diesem wird eine Haltungs-
/Erndhrungsempfehlung beschrieben, die dazu dienen sollte, die Gesundheit der
Militdrpferde hoch zu halten. Eine deutsche Ubersetzung des russischen Wehrblatts zur
Information beziglich der Massenerkrankung (,MZ“) wurde in der Zeitschrift fir
Veterinarkunde (54. Jahrgang, Nr. 8) im Jahr 1942 vero6ffentlicht (Kluwe, 2006).

In den Jahren 1951 - 1991 kam es in Europa zu weiteren belegten Ausbriichen bei Pferden
und anderen Farmtieren (siehe Tabelle 2) (Launer et al., 1987; Shulyumov et al., 1960, zit.
nach Forgacs, 1972).

Bei Pferden werden drei klinisch unterschiedliche Formen der Stachybotryotoxikose, die
typische Form, die atypische Form und die Schockform unterschieden. Welche Form zur
Auspragung kommt ist abhangig von der Menge an aufgenommenen Toxinen und der Dauer

der Exposition (Forgacs, 1972).

Die typische Form wird bei kontinuierlichen Aufnahmen von geringen, subletalen Dosen
beobachtet und gliedert sich in drei Stadien: Stadium 1 beginnt zwei bis zehn Tage nach
Kontakt mit den Toxinen und ist gepragt durch Stomatitis und oberflachliche bis tiefe Risse in
den Maulwinkeln. Bei weiterer Exposition treten Nekrosen auf (Abbildung 8) (Danké, 1975;

Forgacs, 1972).
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Abbildung 8: Pferd mit borkigen Verdanderungen in den Maulwinkeln (Pfeil) nach Exposition
gegenilber mit S. chartarum kontaminiertem Stroh (Sarkisov, 1954)

Bei niedriger Exposition treten nur geringgradige Ulcera an den mucocutandsen Ubergingen
im Nusternbereich auf. Daher wird dieses Stadium oftmals Gbersehen.

Weiter kann es zu Odemen im Kopfbereich (Nilpferdkopf) und zum Anschwellen der lokalen
Lymphknoten kommen. Die Lnn. submaxillares sind oft besonders stark geschwollen und
dulerst druckempfindlich. Je nach Menge des aufgenommenen Toxins dauert dieses erste
Stadium acht bis 30 Tage. Sollte das Pferd weiterhin geringe, subletale Mengen an Toxinen
aufnehmen, kommt es eventuell trotzdem nach ca. zwei Wochen zu einem Riickgang der
duBeren Symptome (Forgacs, 1972).

Nach weiteren fiinf Tagen erreicht die Erkrankung Stadium 2 mit typischen systemischen
Krankheitserscheinungen. Die Koagulation des Blutes kann deutlich verlangsamt sein oder
ganz fehlen. Im Blutbild fallt eine deutlich verringerte Zahl an Thrombozyten und Leukozyten
auf. Dieses Stadium halt meist finf bis 20 Tage an (Forgacs, 1972).

Im dritten Stadium nehmen die Thrombozytopenie und Leukopenie weiter zu und es kommt
zu einer Hyperthermie mit bis zu 41,5 °C. Alle Schleimhaute im Maulbereich sind durch
frische Nekrosen gekennzeichnet und das Pferd wird zunehmend apathisch. Der Puls ist in
dieser Phase der Intoxikation bereits sehr schwach (Forgacs, 1972).

Die letzte Phase ist mit Schnappatmung und starkem Leiden der Pferde verbunden und

endet nach ein bis sechs Tagen mit dem Tod des Pferdes (Forgacs, 1972).
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Die atypische Form ist selten (Reed et al., 2009). Forgacs et al. (1958) beobachteten, dass die
atypische Form erst nach der Aufnahme von ca. 225 g stark mit S. atra belastetem Stroh
Uber eine Aufnahmeperiode von zehn Tagen auftrat.

Symptomatisch stehen nervose Stérungen, verminderte Reflexe, Hyperasthesie und Verlust
des Visus im Vordergrund. Aufgrund der verminderten Reflexe kénnen diese Pferde nur
unter massiver Anstrengung schlucken. Zu Beginn der Intoxikation kommt es zu einer
Tachykardie, die sich im weiteren Verlauf zu einer Bradykardie entwickelt. Der Tod tritt meist

durch Aussetzen der Atmung ein (Forgacs, 1972).

Die starkste Form der Intoxikation ist die Schockform. Sie verlauft sehr rasant und endet
innerhalb von zehn bis zwolf Stunden immer todlich. Die Form tritt auf, wenn Pferde in
einem sehr kurzen Zeitraum permanent sehr hohe Konzentrationen an makrozyklischen
Trichothecenen aufnehmen. Die betroffenen Pferde zeigen Symptome eines Schocks mit
einer erhohten Korpertemperatur von 41 °C, verkirzter Atmung, Zyanose, Himorrhagien an

sichtbaren Schleimhauten und einem sehr schwachen Puls (Forgacs, 1972).

Die Stachybotryotoxikose wurde auch bei Rindern (Fortuskny et al., 1959, zit. nach Forgacs,
1972), Schafen (Harrach et al., 1983; Schneider et al., 1979), Schweinen (Forgacs, 1972) und
Hithnern beschrieben (Askalonov, 1949; Sarkisov, 1954; Schumaier et al., 1963). Tkachenko
(1960) diagnostizierte zwei Falle von Stachybotryotoxikose bei einem Bison und einem
Nilpferd, die in einem Zoo gehalten wurden. Die klinischen und pathologischen Symptome
bei den beschriebenen Tierarten dhnelten denen von Pferden, wobei Rinder resistenter

erschienen (Forgacs et al., 1958).

Korneev (1948) erzeugte das Krankheitsbild der Stachybotryotoxikose mittels Tierversuchen
an Mausen, Meerschweinchen, Hasen und Hunden (zit. nach Forgacs, 1972). Palyusik (1970)

wies in Tierexperimenten die Stachybotryotoxikose auch bei jungen Hiihnern nach.
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2.2.2 Mensch

Eine Gefahrdung fir den Menschen stellt prinzipiell der direkte Kontakt mit makrozyklischen
Trichothecenen sowie die Inhalation (vgl. 2.1.3.3) von Metaboliten von Stachybotrys spp.
dar, auch wenn eine orale Exposition nicht ausgeschlossen werden kann (Jarvis, 2003).
Gefdhrdet sind auch Personen, die berufsbedingt mit Stachybotrys-verschimmelten
Materialien (z.B. Stroh) in Beriihrung kommen (Hintikka, 1977). Drobotko et al. (1946, zit.
nach Forgacs, 1972) wiesen mittels Humanexperimenten mit hoch kontaminiertem Stroh
nach, dass eine Intoxikation auch infolge eines direkten Hautkontakts mit den von

Stachybotrys gebildeten Toxinen entstehen kann.

In Tabelle 8 sind mogliche Symptome aufgelistet, die nach einer Exposition gegeniliber
Sekundarmetaboliten von Stachybotrys auftreten kdnnen. Die Angaben basieren auf einer
Auswertung von befragten Patienten, die im Zusammenhang mit einer Exposition in mit
Mikromyzeten befallenen Innenrdumen aufgezeichnet wurden (Johanning und Landsbergis,

1999).

Tabelle 8: Symptome und Haufigkeiten des Auftretens (%) bei klinisch erkrankten
Patienten und Blroangestellten nach Exposition gegenliber Mikromyzeten
(z.B. Stachybotrys) in Innenraumen (Fallstudien)

Betroffene Klinische Fille’ Exponierte Biiroangestellte’

Organsysteme (n=151) (n=53)
Untere Atemwege 81 % 76 %
ZNS 77 % 70 %

Obere Atemwege 76 % 57 %
Haut 57 % 47 %

Augen 62 % 57 %
Chronische Erschopfung 50 % 24 %
Allergie 23 % 60 %
Schlechte Verfassung 9% 28 %

! nach Johanning und Landsbergis (1999) ®hach Johanning et al. (1996) ZNS: Zentralnervensystem

Croft et al. (1986) beschrieben einen Fall einer Familie, die liber ldngere Zeit unter anderem
S. atra ausgesetzt war und eine Trichothecenvergiftung entwickelte, die der
Stachybotryotoxikose dhnlich war. Fir die Erkrankung wurden S. atra und die von ihm

gebildeten makrozyklischen Trichothecene verantwortlich gemacht.
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Seitdem wurden Stachybotrys spp. immer wieder mit Fdllen in Verbindung gebracht, in
denen Menschen an respiratorischen oder neurologischen Symptomen litten (Dearborn et
al., 2002; Dearborn et al., 1999; Johanning et al., 1996; Koskinen et al., 1995; Scheel et al.,
2001).

In den 1990er Jahren trat bei Neugeborenen in den USA eine ungewdhnliche
Krankheitserscheinung auf. In Cleveland, Ohio starben im Zeitraum zwischen Januar 1993
und Dezember 1994 zehn Kinder an pulmonaler Himosiderose (Etzel et al., 1998). Andere
Literaturstellen berichten von zwolf toten und insgesamt 37 erkrankten Neugeborenen im
Zeitraum von 1993 bis 1998 (Dearborn et al., 1999). Alle Kinder lebten in Rdumen, die nach
Wasserschdaden mit S. chartarum befallen waren (Etzel et al., 1996).

Aufgrund von epidemiologischen Untersuchungen und dem massiven Auftreten von
S. chartarum in den erwahnten Hausern wurde vermutet, dass dieser Schwarzepilz der
Ausléser der Erkrankungen war (Etzel et al., 1998). Ahnliche Symptome wurden bei einem 40
Tage alten Neugeborenen in Florida (USA) beschrieben, das starkem Schimmelbefall der

Wohnraume und Tabakrauch ausgesetzt war (Novotny und Dixit, 2000; Tripi et al., 2000).

Inzwischen geht man davon aus, dass nicht allein die makrozyklischen Trichothecene dafir
verantwortlich waren, sondern auch andere Metabolite von Stachybotrys spp., wie
Hamolysine (Stachylysin) oder Proteasen (Vesper et al., 2000a; Vesper, 2002; Vesper et al.,
2001).

In verschiedenen Untersuchungen von Proben aus schimmelbefallenen Innenrdaumen, z.B.
Tapeten, Gipskartonplatten und Luftproben (siehe auch Tabelle 4), wurde gezeigt, dass
makrozyklische Trichothecene in diesen Proben in z.T. hohen Mengen vorkommen (Bloom et
al., 2007; Gottschalk et al., 2006, 2008; Lanier et al., 2012; Nielsen et al., 1998a; Tuomi et al.,
2000). Rohextrakte von Stachybotrys-Isolaten, die aus solchen Innenrdumen gewonnen
wurden, erwiesen sich in Zellkulturtests als hoch zytotoxisch. Diese Ergebnisse korrelierten

mit der Prasenz von makrozyklischen Trichothecenen (Gareis, 1995; Johanning, 1994).
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Eine inhalative Exposition ist dabei moglicherweise durch die Bildung von toxinhaltigen
Guttationstropfchen und einer damit verbundenen aktiven Abgabe makrozyklischer
Trichothecene in die Umwelt erkldrbar (Gareis und Gottschalk, 2014). Zudem ist eine
mogliche Intoxikation aufgrund der Inhalation von Stachybotrys Sporen nachgewiesen (Leino
et al.,, 2003; Samsonov und Samsonov, 1960). Brasel et al. (2005) konnten zeigen, dass
makrozyklische Trichothecene auch an Partikel gebunden vorkommen, die deutlich kleiner

sind als Sporen, und damit in Raumluft Gbergehen kénnen.

Ein Symptomkomplex, mit dem Metabolite von Stachybotrys spp. in Verbindung gebracht
werden, ist das ,,Sick-Building Syndrome” (SBS) (Dearborn et al., 1999; Johanning et al.,
1999; Scheel et al, 2001). Das SBS st durch Vvielfiltige Symptome wie
Schleimhautirritationen, Hautverdanderungen, Asthma-ahnliche Beschwerden,
gastrointestinale Symptome, Gelenkbeschwerden, urogenitale Beschwerden, neurologische
Beschwerden, Verhaltensstorungen und chronische Midigkeit (vgl. Tabelle 8)
gekennzeichnet (Aditama und Andarini, 2002; Johanning und Landsbergis, 1999; Lorenz et
al., 2013; Redlich et al., 1997; Sabir et al., 1999).

Diese Symptome treten vermehrt bei Personen auf, die sich in Hausern mit hoher
Luftfeuchtigkeit, modriger Luft und Wasserschaden oder in klimatisierten Rdumen aufhielten

(Engvall et al., 2001).

Die Ursachen gelten als multifaktoriell (Aditama und Andarini, 2002). Man geht davon aus,
dass das SBS durch psychischen und physischen Stress (Ooi und Goh, 1997), chemische
Noxen wie Mykotoxine (Trout et al., 2001), Pharmaka oder ,volatile organic components”
(VOC’s) (Engelhart et al., 1999) und Bioaerosole (MVOC’s) sowie bakterielle Endotoxine

ausgelost werden kann (Kuhn und Ghannoum, 2003; Li et al., 1997; Trout et al., 2001).

Dabei spielen nicht nur die beschriebenen zytotoxischen Wirkungen, sondern auch
proinflammatorische Wirkungen eine wichtige Rolle. In Tabelle 9 sind entsprechende
Literaturstellen zusammengefasst. Stachybotrys-Sporen, die in Lungen von Ratten und
Mausen appliziert wurden, fihrten zu einem Anstieg von Chemokinen und Zytokinen, zudem

kam es zu einem Anschwellen der Alveolarwande (Lichtenstein et al., 2010).
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Eine Exposition Uber Lebensmittel gilt als eher unwahrscheinlich. In verschiedenen Studien
mit Lebens- und Futtermitteln (z.B. Getreide und Nisse) wurden bisher keine
makrozyklischen Trichothecene nachgewiesen (Barthel et al., 2012; Gottschalk et al., 2009;
Sulyok et al., 2010; Xavier und Scussel, 2008).

Da allerdings toxinbildende S. chartarum-Isolate in Krautern gefunden wurden (Biermaier et
al., 2015), kann eine mogliche Kontamination auch mit Toxinen derzeit nicht sicher

ausgeschlossen werden.
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Tabelle 9: Veranderungen von Entziindungsparametern infolge einer Exposition gegeniber
Metaboliten von Stachybotrys spp.

Zellen/
Modell-
Organismus

Organ

Laborveranderungen

Applizierte
Materialien

Referenz

Makrophagen

Anstieg von:
TNF-a
reaktive Sauerstoff-
Radikale

n.b.

Ruotsalainen et
al. (1998)

Maus

Lunge

Anstieg von:
Monozyten

neutrophilen Zellen
Lymphozyten
IL-1B, IL-6
TNF- a
MIP-1a
MIP-1b
MCP-1

S. chartarum
(Satratoxin-
und nicht
Satratoxin-
Bildner)

Leino et al.
(2003)

Ratte

Lunge

Anstieg von:
TNF-a und IL-1p

S. chartarum

Yike et al.
(2005)

Maus

Nase und
Gehirn

Anstieg von:
neutrophilen Zellen

TNF-a
IL-1, IL-6
MIP-2

Satratoxin G

Islam et al.
(2006)

Ratte

Lunge

Verringerung von:
roten Blutzellen
alveolaren
Makrophagen
Anstieg von:
Zellen im BALF
Granulozyten

S. chartarum

Pieckova et al.
(2006)

Maus

Lunge

Anstieg von:
Entziindungsmediatoren

S. chartarum

Lichtenstein et
al. (2010)

MIP: Makrophagen-Entziindungsprotein

IL: Interleukin

TNF: Tumor nekrose faktor

BALF: Bronchoalveolare Lavage-Flissigkeit MCP: Makrophagen-Chemoattraktorprotein

n.b.: nicht beschrieben
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2.3 Methoden zur Charakterisierung und zum Nachweis von Toxinen von

Stachybotrys spp.

2.3.1 Phdnotypisierung

Stachybotrys spp. konnen auf verschiedenen Nahrmedien, z.B. Malzextraktagar (MEA),
Potato Dextrose Agar (PDA) oder Corn Meal Agar (CMA) angeziichtet werden (Samson,
2010). Bei diesen Nahrmedien handelt es sich um Vollndhrmedien, die hadufig zur Anzucht
von Hefen und Schimmelpilzen aus Lebensmitteln und Futtermitteln eingesetzt werden
(Samson, 2010).

Langsam wachsende Pilze wie Stachybotrys spp. werden haufig von schneller wachsenden
Gattungen Uberwachsen (Hintikka, 1977). Deshalb wird zur Isolierung dieser
zelluloseverwertenden  Gattung zusatzlich die Papierfiltermethode mit einem

Minimalndhrmedium (van Iterson-Medium) angewandt (Bata et al., 1985; Hintikka, 1977).

Auf MEA wachst S. chartarum graulich bis schwarz und produziert, wie auch gelegentlich auf
PDA, orange-braunes extrazelluldres Pigment. S. chlorohalonata bildet ebenfalls auf MEA ein
grauliches Myzel und auf PDA gelegentlich griines, extrazelluldres Pigment (Andersen et al.,
2003; Samson, 2010).

In der Regel ist nach sieben Tagen genligend Pilzmaterial auf einem Malzextraktagar
gewachsen, damit ein Mikroskop-Praparat zur Identifikation angefertigt werden kann

(Gareis, 2014).

Stachybotrys spp. besitzen gerade aufgerichtete Konidiophoren mit ein bis zwei
Verzweigungen. Oft sind die Phialiden glatt und werden zur Spitze hin dunkler. In Tabelle 10
sind die verschiedenen Formen und Oberflaichenbeschaffenheiten der Phialiden und
Konidien fiir acht ausgewahlte Stachybotrys spp. aufgefiihrt. Aus der Tabelle wird ersichtlich,
dass die meisten Stachybotrys spp. Konidien mit einer rauen Oberflache bilden und deren
Form stark variiert (Andersen et al., 2003; Pinruan et al., 2004; Wang et al., 2015).

Die Phialiden variieren ebenfalls stark in ihrer Form und kénnen subclavat, obovoid,
zylindrisch bis ellipsoid sein (Andersen et al., 2003; Jong und Davis, 1976).

Die Konidien treten meist in Gruppen von drei bis finf auf und kénnen von einer dunklen

Masse (Schleimkapsel; Abbildung 9) umhiillt sein (Samson, 2010).
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[

Abbildung 9: Lichtmikroskopische Aufnahme von S. chartarum im Klebestreifenpraparat,
Anilinblaufarbung, 400-fache VergréoRerung (Biermaier, 2013);
Pfeil: Schleimkapsel

Memnoniella echinata bildet eine Ausnahme mit kettenférmigen, runden Konidien

(Abbildung 3) (Jong und Davis, 1976).

Die von Corda (1837) beschriebenen zwei Zellkerne in den Konidien (siehe Abbildung 9)
wurden von Bisby (1943) als zwei Tropfen beschrieben. Beobachtungen legen nahe, dass
junge Konidien von S. chartarum zwei tropfenartige Gebilde aufweisen und diese mit
zunehmendem Alter verschwinden (Wang et al., 2015). Die Konidien aller anerkannten
Stachybotrys spp. werden mit nur einem Zellkern beschrieben (Jong und Davis, 1976; Wang

et al., 2015).

Wie die Komplexitdit und die unterschiedlichen Angaben der morphologischen
Charakteristika in Tabelle 10 zeigen, ist eine sichere Speziesidentifizierung innerhalb der

Gattung Stachybotrys anhand der Mikromorphologie kaum maéglich.
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Tabelle 10: Mikromorphologie von ausgewadhlten Stachybotrys spp. auf Corn Meal Agar
(CMA) modifiziert nach Andersen et al. (2003) und Jong und Davis (1976)

Phialiden Konidien
Stachybotrys (S.) spp. Referenz
Form Form Oberflache
And tal.
zylindrisch fusiform glatt : T;;%r;;e @
S. bisbyi - - -
b limoniform/ b Pinruan et al.
o fusiform o (2004)*
. L Andersen et al.
obovoid ellipsoid rau (2003)
obovoid/ Wang et al.
S. chartarum n.b. ellipsoid n.b. (2015)*
Pinruan et al.
.b. .b.
n n rau (2004)*
And tal.
obovoid ellipsoid glatt : T;;%r;;e @
S. chlorohalonata — -
b ellipsoid/ b Pinruan et al.
o obovoid o (2004)*
. Jong und Davis
subclavat zylindrisch rau (1976)
W tal.
S. cylindrospora n.b. zylindrisch rau ?2§1e5)a
Pi tal.
n.b. zylindrisch rau |n(r2u§(;14<)e* @
J d Davi
subclavat ovoid rau ong(;gm) avis
W tal.
S. dichroa n.b. ovoid rau ?2§1e5)a
ellipsoid/ Pinruan et al.
n.b. ovoid n.b. (2004)*
. , Andersen et al.
obovoid reniform rau (2003)
W tal.
S. nephrospora n.b. n.b. glatt (azrg)glg)*a
, Pinruan et al.
n.b. reniform glatt (2004)*
And tal.
ellipsoid ellipsoid rau : T;;%r;;e @
W tal.
S. parvispora n.b. oval n.b. (azrg)glg)*a
Pi tal.
n.b. ellipsoid glatt |n(r2u§(;14<)e* @
And tal.
zylindrisch fusiform rau : T;;%r;;e @
S. theobromae b ellipsoid b Pinruan et al.
e e (2004)*
n.b. ellipsoid glatt W(azrg)glg;c*al.

*Nadhrmedium nicht bekannt

n.b.: nicht beschrieben
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2.3.2 Genotypisierung

Die Genotypisierung von Stachybotrys spp. wird mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) und

Sequenzierung verschiedener Genabschnitte durchgefiihrt. Derzeit sind entsprechende

Sequenzen fur insgesamt 22 Stachybotrys spp. (Tabelle 40 im Anhang) in der NCBI-

Datenbank erfasst (NCBI, 2014). Um Stachybotrys spp. zu identifizieren, wurden die in

Tabelle 11 zusammengefassten Primer und Genabschnitte beschrieben und eingesetzt.

Tabelle 11: Ubersicht (iber Primer fiir die PCR von Stachybotrys spp.

Primer Sequenz Zielgen Referenz
5°-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’ .
ITS-1/4 . , ITS-1/4 White et al. (1990)
5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3
StacR-3 5'-TGCCACTCAGAGAATACTGAAA-3' ITS-1/2 Haugland und
StacF-4 5'-CGAGGTCAACGTTCAGAAAGTC-3’ Heckman (1998)
FR-1 5'-CTCTCAATCTGTCAATCCTTATT-3’
, , 18 S rRNA Gen Zhou et al. (2000)
FF-2 5-GGTTCTATTTTGTTGGTTTCTA-3
STAF-1 5'-GTTGCTTCGGCGGGAAC-3' TS-1 Cruz-Perez et al.
STAR-1 5'-TTTGCGTTTGCCACTCAGAG-3' (2001)
STAF-2 5'-ACCTATCGTTGCTTCGGCG-3’ ITS-1 Cruz-Perez et al.
STAR-2 5'-GCGTTTGCCACTCAGAGAATACT-3’ (2001)
. 5'-CATCAATCCAACAGTTTCAC-3’ .
Tri-5 , , tri5 Cruse et al. (2002)
3'-GCAACCTTCAAAGACTATTG-5
5'-CTGTCCAACCCCTCTTACGGCGACCTGAAC-3’ .
Tub-2 , , beta-tubulin 2 Cruse et al. (2002)
3'-ACCCTCACCAGTATACCAATGCAAGAAAGC-S5
5'-ATCTCACCACAAGCACCGCCACACA-3’ .
Chs-1 , , Chitin-Synthase Cruse et al. (2002)
3'-GGAAGAAGATCGTTGTGTGCGTGGT-5
5'-CTCTGAGTGGCAAACGCAA-3’
. 5'-GGGCGCAATGTGCGTTCAA-3’ Black und Foarde
B-tubulin , , benA
5'-CCTCGACAGCAATGGTGTC-3 (2007)
5'-GAAATTGTGAGCCGAGAGGT-3’
SclF 5'-TACAAGCCCTGACTTCGGAA-3’
, , 18S rRNA Black et al. (2008)
SclR 5'-CATGTTTGGCCACTACCCAA-3
Sc2F 5'-GAGTAGTTTGGGAATGCTGC-3'
, , 28S rRNA Black et al. (2008)
Sc2R 5'-GCCCAAGTCTGGTCATAAAC-3
Sc3F 5'-TCTTTGAACGCACATTGCGC-3'
, , 18S rRNA Black et al. (2008)
Sc3R 5'-CTACCTGATCCGAGGTCAA-3
Tri5F 5'-GCACACTGGACTGTAAGTCT-3' .
. , , tri5 Black et al. (2008)
Tri5R 5'-CCTGGGAAGCCATGGAAGT-3
. 5'-AGCAATGGTGTCTACAACGG-3’ .
B-tubulin , , beta-tubulin 1 Black et al. (2008)
5'-TACCGGGCTCGAGATCGA-3
Tef-1 n.b. translation elongation | .\ .| 501
factor 1 alpha
RNA polymerase Il .
Rpb-2 n.b. subunit b Jie et al. (2012)
n.b.: nicht beschrieben (r)RNA: (ribosomal) ribonucleic acid ITS: internal transcribed spacer

tri: Trichodiensynthase-Gen benA:

R-Tubulin-Gen
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Oft wird fur die initiale Identifizierung von Mycota die ribosomale internal transcribed spacer
(ITS) -Region sequenziert (Hibbett und Taylor, 2013), da alle Schimmelpilze diesen
Genabschnitt besitzen (Abbildung 10). Dabei handelt es sich um einen nicht codierenden

Abschnitt (Haugland und Heckman, 1998).

ITS1 ITS2
18S rDNA 5,85 28S rDNA

ca. 600 bp

Abbildung 10: ITS-Region von Schimmelpilzen nach Haugland und Heckman (1998)

Der hoch zytotoxische S. chartarum und der weniger toxische S. chlorohalonata
unterscheiden sich im ITS-Genabschnitt in nur einem Basenaustausch (ITS (Position 58): G
bzw. A / C bzw. T) (Haugland und Heckman, 1998). Die Chemotypen A und S von
S. chartarum (2.1.4) sind mittels der ITS Sequenz-1/4 nicht zu unterscheiden (Andersen et al.,

2003).

Der Genabschnitt Chsl kodiert fir die Chitin-Synthase (Jollés, 1999). Dieser Genabschnitt
kann zur Differenzierung von S. chartarum und S. chlorohalonata genutzt werden, da sie sich
durch neun Basensubstitutionen unterscheiden (Andersen et al., 2003).

Der Genabschnitt Tub2 codiert fiir das Protein beta-Tubulin. Das Protein ist ein Bestandteil
des Zytoskeletts in eukaryotischen Zellen (Loffler, 2007). In diesem Genabschnitt
unterscheiden sich S. chlorohalonata und S. chartarum durch 27 Basensubstitutionen

(Andersen et al., 2003).

Zur Differenzierung der beiden Chemotypen A und S von S. chartarum wird das tri5-Gen
verwendet (Cruse et al., 2002). Die Trichodiensynthase, die die Bildung von Trichodien aus
Farnesylpyrophosphat katalysiert (Abbildung 11), ist im tri5-Genabschnitt codiert. In diesem
Genabschnitt unterscheiden sich S. chartarum und S. chlorohalonata in insgesamt 28
Basensubstitutionen. S. chartarum Chemotyp S und A unterscheiden sich in diesem
Genabschnitt in einem Basenaustausch (forward: C bzw. T / reverse: G bzw. A) (Andersen et

al., 2003; Cruse et al., 2002).
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in der Sequenzierung des

Eine weitere mogliche Differenzierungsmoglichkeit

liegt
Satratoxin-Gencluster (SC1-3), fir die 21 Primer designed wurden (Semeiks et al., 2014).

“ tri5

2-Hydroxytrichodien

X

X

T

Farnesylphosphat
Trichodien

anOH

12,13-Epoxy-9,10-trichoen-2o0l

Isotrichodiol

Isotrichotriol

Trichothecene Gruppe A, B Trichothecene Gruppe D

Abbildung 11: Trichothecensyntheseweg nach McCormick et al. (2011),
Abbildung aus Biermaier (2013), tri: Trichodiensynthase
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2.3.3 Massenspektrometrie

In der Massenspektrometrie (MS) werden Molekiile in gasformige lonen umgewandelt und
anhand ihres Masse-/Ladungsverhaltnisses (m/z) getrennt und detektiert. Dabei wird ein
Massenspektrum generiert. In einem Massenspektrum wird auf der x-Achse die Masse
(m/z = Massen-/Ladungsverhaltnis) und auf der y-Achse die Intensitat detektierter lonen pro

Zeiteinheit, z.B. cps = counts per second) angegeben (McLafferty und Turecek, 1995).

Der Massenbereich erstreckt sich von < 100 Dalton (Da) bis hin zu mehr als 100 kDa (z.B.
Mykotoxine, Pestizide, Antibiotika, Oligopeptide, Glycopeptide und Proteine).
Massenspektrometrische Verfahren koénnen einerseits fir die Identifikation einzelner
Molekiile in der Spurenanalytik und deren Quantifizierung eingesetzt werden und
andererseits zur Generierung von Massenspektren (Fingerprints), anhand derer

beispielsweise Mikroorganismen identifiziert werden kénnen (Lottspeich et al., 2012).

2.3.3.1 MALDI-TOF Massenspektrometrie

Die MALDI-TOF Massenspektrometrie wurde erstmals 1987 beschrieben (Karas et al., 1987;
Tanaka et al.,, 1988). Dabei handelt es sich um eine Technologie zur Massenanalyse
chemischer Verbindungen die ein Matrix-unterstiitzes Laser- Desorptions- und lonisations-
Verfahren (MALDI) mit der Flugzeitanalyse der generierten lonen (time of flight, TOF)
kombiniert (Schubert und Wieser, 2011).

Der Einsatzbereich der MALDI-TOF MS beschrdnkt sich mittlerweile nicht nur auf die
Identifikation von Mikroorganismen, sondern dient auch der Authentizitatsprifung von
Lebensmitteln anhand von Biomarkern (Wang et al., 2009). Zudem wird die MALDI-TOF MS
in der klinischen Chemie angewandt um Antibiotikaresistenzen von Bakterien Uber deren
gebildete Stoffwechselprodukte zu diagnostizieren (Marvin et al., 2003).

Die Methode hat sich insbesondere zur Identifizierung von Mikroorganismen bewadhrt. Diese
kénnen im Massenbereich von 2 - 20 kDa uber spezifische, meist ribosomale Proteine bis auf
Subspeziesebene differenziert und identifiziert werden (Clarka et al., 2013; Mellmann et al.,

2009).
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Dafur wurden Datenbanken und Softwaresysteme mit Referenzspektren zur Identifikation
von Mikroorganismen oder Biomarkern mittels MALDI-TOF MS erstellt (Ackermann et al.,
2006; Clarka et al.,, 2013; Fenselau und Demirev, 2001; Lay, 2001), die unter den
Markennamen Biotyper OC (Bruker Daltoniks, Bremen) und Saramis (Biomerieux, Nirtingen)
zur Mikroorganismen-ldentifizierung im klinischen Bereich vertrieben werden. Der Ansatz,
mittels intakter Zellen eine Datenbank zu erstellen, konnte sich aufgrund von qualitativ
minderwertigen Spektren und/oder der erhéhten Biogefahr nicht durchsetzen (Clarka et al.,

2013).

Bei der MALDI-TOF MS erfolgt die lonisation ganzer Peptide und Proteine mittels
Laserenergie (,soft laser desorption”). Dadurch ist es moglich, Proteine oder Peptide zu
ionisieren, ohne dass es zu einer Fragmentierung der Molekile in der lonenquelle (ISD, in
source decay) kommt (Clarka et al., 2013).

Die Proben auf dem Probenteller (Target) werden mit einer niedermolekularen, organischen
Losung (Matrix) beschichtet. Wahrend diese trocknet, findet eine Co-Kristallisation statt und
der Analyt wird in die Matrixkristalle eingebettet. Die Matrix Uibertrdagt dann die durch den
Laserstrahl erzeugte Ladung in Form eines Protons auf die Probe (Abbildung 12) (Schubert

und Wieser, 2011).

zum
Massenspektrometer

Fokussierungs-
" linse

Laserstrahl ,—— Matrixionen
e
se "3~ Kationen
O
Analyt 30 :
.55 Analyt/Matrix
Komplex
Probenteller

Abbildung 12: Schematische Darstellung des lonisationsvorganges nach
Schubert und Wieser (2011)
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Je nach Probenmaterial werden verschiedene Matrices bendtigt, um die Energie zu
Ubertragen und ein optimales Messergebnis zu erhalten (Clarka et al., 2013).

In der Routinediagnostik von Bakterien wird am haufigsten a-Cyano-4-Hydroxy-Zimtsaure
(CHCA) als Matrix eingesetzt, da sie sich in der Ladungsibertragung als am effizientesten
erwiesen hat. Es werden auch Derivate dieser Substanz verwendet, um speziellen
Anforderungen gerecht zu werden (Jaskolla et al., 2008).

Die Sinapinsaure (SA) wird oft bei aufgereinigten Proteinen eingesetzt. Sie reduziert die
Entstehung photochemischer Addukte und fihrt so zu einer besseren Auflosung der Peaks
(Beavis und Chait, 1989).

2,5-Dihydroxy-Benzoesdure (DHB) wird haufig bei der Messung von Glykopeptiden im
linearen negativen Modus, bei Kohlenhydraten, Oligosacchariden und Proteinen oder

Peptiden unter 10 kDa eingesetzt (Clarka et al., 2013).

Wie genau die Energielibertragung erfolgt, ist noch nicht geklart. Es wird davon
ausgegangen, dass die ,Energy pooling“-Theorie (Abbildung 13) zutrifft (Beavis und Chait,
1989). Dabei wird das Proton, das von einem angeregten Matrixmolekil stammt, auf ein
zweites Matrixmolekul Gbertragen, wobei ein freies Elektron, ein angeregtes Matrixmolekiil
und ein Matrixmolekiil im Ruhezustand entstehen. Es folgt eine Ubertragung des Protons
von dem angeregten Matrixmolekil auf den Analyten, der dann einfach positiv geladen ist

(Clarka et al., 2013).
2hv %R A% + -
MM 0 M*M* e M+ M + e

MH +A — M+AH

Abbildung 13: Schematische Darstellung der ,,Energy pooling“-Theorie nach
Beavis und Chait (1989); Abbildung nach Clarka et al. (2013),
M: Matrixmolekiil, H': Proton, e™: Elektron, A: Analyt, 2hv: Laserenergie,
*angeregtes Matrixmolekdil

Um diese Energie zu generieren, kdnnen verschiedene Lasertypen (z.B. Stickstofflaser oder

Feststofflaser) genutzt werden (Clarka et al., 2013).
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Der Laser wird auf einen sehr kleinen Teil des Matrixspots fokussiert. Hierbei ist die
Laserenergie auf die Desorptionsgrenze der Analyten anzupassen (Clarka et al., 2013). Das
Analyten-Matrix-Gemisch wird so direkt in die Gasphase Uberfiihrt, ohne in die flissige
Phase Uberzugehen. Die geladenen Analyten werden aufgrund eines Ladungsgefalles in das
Flugrohr beschleunigt und driften dort bis zum Detektor. Dabei treffen die lonen je nach
ihrer Masse-/Ladungsverhaltnisse (m/z) nach unterschiedlichen Flugzeiten (,time of flight”
(TOF)) auf dem Detektor auf. Die Flugzeiten sind dabei indirekt proportional zu der Masse
der Molekiile (Cotter, 1997).

Die Referenzspektren, die in einer Datenbank hinterlegt sind, wurden je nach
Datenbanksystem anhand von mindestens 20 Einzelspektren pro Analyt erstellt, die zu
einem Referenzspektrum (MSP, ,,Main spectra projection”) zusammengefasst werden. Die
Biotyper-Datenbank (Bruker Daltoniks, Bremen) arbeitet mit MSPs fiir jedes einzelne Isolat,
das in die Datenbank eingespeist wird. Die Saramis-Datenbank (Biomerieux, Nirtingen)
hingegen enthalt sogenannte Superspektren, die sich aus mehreren Spektren von mehreren
einzelnen Isolaten ergeben (Clarka et al., 2013).

Generierte Spektren koénnen mithilfe entsprechender Software mit Referenzspektren
abgeglichen und auf diese Weise z.B. Mikroorganismen identifiziert werden (Abbildung 14)
(Clarka et al., 2013). Massenpeaks, die in ihrer Position auf der x-Achse und mit der relativen
Intensitdt (y-Achse) lbereinstimmen, werden grin dargestellt. Massenpeaks, die lediglich
von der relativen Intensitat abweichen werden gelb dargestellt. Massenpeaks einer Probe,

die im Referenzspektrum nicht existieren, werden rot dargestellt (vgl. Abbildung 14).
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Abbildung 14: Spektrenabgleich mittels Biotyper OC - Software (Bruker Daltoniks) (Isolat von
Escherichia coli (oben) gegen Escherichia coli (ATCC 25922) Referenzspektrum
(unten)) m/z: Massen-/Ladungsverhéltnis. Pfeile (von links nach rechts)
markieren Massen, die nicht die gleiche relative Intensitat im Vergleich zum
Referenzspektrum aufweisen (+/-), mit dem Spektrum exakt ibereinstimmen
(+) oder nicht Gbereinstimmen (-) .

Das Abgleichen der Spektren mit den Referenzspektren erfolgt mittels eines Algorithmus,
der drei Charakteristika der Probe gegeniiber denen der Referenzspektren abgleicht.

Zuerst wird die Zahl der Massenpeaks des Referenzspektrums, die dem des
Probenspektrums sehr ahnlich sind, ermittelt. Anschlieend wird die Zahl der Peaks des
Probenspektrums, die dem des Referenzspektrums sehr dhnlich sind, festgestellt.
AbschlieBend wird Uberprift, wie dhnlich sich die Peaks sind, die eine hohe Intensitat
aufweisen, und die, die eine niedrige Intensitat aufweisen. Die drei Werte, die sich aus
diesen Vergleichen ergeben, werden multipliziert und auf den Zahlenwert 1000 normalisiert.
Der zur Beurteilung der Ubereinstimmung herangezogene Score Value ist der dekadische
Logarithmus des Ergebnisses und kann maximal 3 (= log 1000) erreichen (Anonymous, 2012).
Dabei wurden folgende Score Value Werte festgelegt (Anonymous 2012):

* 2,300 - 3,000: Hochwahrscheinliche Speziesidentifikation

* 2,000 - 2,299: Sichere Gattungsidentifikation, eventuelle Speziesidentifikation
* 1,700 - 1,999: Eventuelle Gattungsidentifikation

* 0,000 - 1,699: Keine verlassliche Identifikation
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Um Spektren ribosomaler Proteine zu erhalten, muss zuerst die Zellwand aufgeschlossen
werden. Je nach Mikroorganismus wurden verschiedene Protein-Extraktionsprotokolle
entwickelt. Fiir nur wenige Bakterien reicht die Matrixlosung allein aus, um die Zellwdnde
aufzulésen (Anonymous, 2014; McTaggart et al., 2011).

Fir die meisten Bakterien wird dazu eine ,on target extraction” angewandt (,Extended
Direct Transfer”) (Anonymous, 2014). Dabei wird eine kleine Kolonie direkt vom
Ndhrmedium auf einen Probentrager aufgetragen und mit Ameisensdure (70 %) bedeckt.

AnschlieBend wird der Analyt mit Matrix beschichtet (Anonymous, 2012).

Fir die Generierung von hochwertigen Spektren oder bei Mikrobiota mit sehr stabilen
Zellwdanden wird ein erweitertes Extraktionsprotokoll (,Formic Acid Extraction”; siehe
Abbildung 52 im Anhang) empfohlen (Anonymous, 2012). Dabei wird der Analyt zuerst
mittels Reinstwasser und reinem Ethanol gewaschen. Danach folgt die Zellwandlyse mittels
Ameisensaure (70 %). AnschlieRend werden die Proteine in Acetonitril geldst. Dieses
Gemisch wird auf den Probentrager aufgebracht und nach einer kurzen Trockenzeit mit

Matrix beschichtet (Anonymous, 2014).

Die Zellwdnde von Mycota bestehen in der Regel aus Glukanen und Chitin. Selten sind sie
auch aus Glukanen und Zellulose aufgebaut (Carlile et al., 2001). Somit sind die Zellen der
Mycota stabiler und groBer als Bakterienzellen. Aus diesem Grund missen die

Extraktionsmethoden fir filamentdse Schimmelpilze angepasst werden (Clarka et al., 2013).

Hierzu wurde eine Methode entwickelt, mit der die meisten klinisch relevanten,
filamentdsen Schimmelpilze identifizierbar sein sollen. Diese Methode wird angewandt,
wenn alle anderen vorher genannten Proteinextraktionsmethoden versagen. In diesem Fall
mussen die Pilze in einem modifizierten Sabouraud - Flissignahrmedium angeziichtet

werden und moglichst Gber einen kurzen Zeitraum wachsen (Anonymous, 2014).

AnschlieBend werden die Myzelflocken mehrmals gewaschen und analog der Extraktion des
erweiterten Extraktionsprotokolls mit Ameisensdure (70 %) und Acetonitril extrahiert (siehe

Abbildung 53 im Anhang).
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Da bei der Identifikation von filamentésen Pilzen immer wieder Probleme auftreten (Del
Chierico et al., 2012; Normand et al., 2013), wurden inzwischen mehrere Methoden an
einzelne Mycota angepasst. Hauptsachlich wurden Methoden flr Aspergillus spp.,
Fusarium spp. und Penicillium spp. entwickelt. Tabelle 12 stellt eine Ubersicht iiber einige
Publikationen dar, die Proteinextraktionsprotokolle fir einzelne Mycota enthalten. In
Tabelle 41 im Anhang sind zusatzlich die einzelnen Extraktionsmethoden der genannten

Publikationen zusammengefasst.
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Tabelle 12: Zusammenfassung von Publikationen zur Identifikation von Mycota mittels
MALDI-TOF MS (siehe auch Tabelle 41 im Anhang)

MALDI-TOF MS

Mycota

Referenz

Biflex Il (BD)

Penicillium spp.

Chen und Chen (2005)

Voyager DE Pro (AB)

Antrodia spp., Coniophora spp. und
Serpula spp.

Schmidt und Kallow (2005)

Fusarium sp.

Seyfarth et al. (2008)

Arthroderma sp., Trichophyton spp. und
Microsporum sp.

Erhard et al. (2008)

Ciphergen PBS - lic
(BR)

Aspergillus spp.

Hettick et al. (2008a)

Penicillium spp.

Hettick et al. (2008b)

Autoflex | (BD)

Fusarium spp.

Marinach-Patrice et al.
(2009)

Microflex (BD)

Verticillium spp.

Tao et al. (2009)

AXIMA TOF AXIMA
CFR (S)

Fusarium spp.

Kemptner et al. (2009)

Axima-LNR (S)

Aspergillus sp.

Rodrigues et al. (2010)

AXIMA Confidence
(S)

Trichoderma spp.

De Respinis et al. (2009)

Microflex (BD)

Aspergillus spp.

Alanio et al. (2011)

Autoflex speed I/l
und UltrafleXtreme
(BD)

Aspergillus spp., Beauveria sp.,
Chaetomium sp., Fomitopsis sp., Fusarium sp.,
Geosmithia sp., Geotrichum sp., Hamigera sp.,

Hypocrea sp., Nectria sp., Paecilomyces sp.,
Penicillium spp., Rhizopus sp.,
Scedosporium sp. und Trichoderma spp.

Cassagne et al. (2011)

Microflex (BD)

Aspergillus spp., Fusarium spp.,
Lichtheimia spp., Mucor spp., Rhizopus spp.
und Rhizamucor sp.

De Carolis et al. (2012)

Microflex LT (BD)

Aspergillus spp., Emericella spp.,
Fomitopsi spp., Fusarium spp.,
Geosmithia spp., Neosartorya spp.,
Penicillium spp., Pseudalleschericha spp.,
Scedosporium spp. und Talaromyces spp.

Del Chierico et al. (2012)

4700 Proteomics
Analyzer (AB)

Monilinia sp.

Horka et al. (2012)

UltrafleXtreme (BD)

Acremonium sp., Alternaria sp.,
Aspergillus spp., Beauveria sp.,
Chaetomium sp., Fomitopsis sp., Fusarium sp.,
Geotrichum sp., Hamigera sp., Hypocrea sp.,
Microsporum spp., Onychocola sp.,
Penicillium spp., Rhizopus sp., Scedosporium
sp., Trichoderma spp. und Trichophyton spp.

Normand et al. (2013)

Axima LNR (S) Sporothrix spp. Oliveira et al. (2015)
Microflex LT (BD) Stachybotrys spp. Gruenwald et al. (2015)
BD: Bruker Daltoniks AB: ABSciex BR: Bio-Rad S: Shimadzu
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Eine verlassliche Identifikation von Mycota beginnt bereits mit der Anzucht (Del Chierico et
al., 2012). Die von Bruker Daltoniks GmbH empfohlene Anzucht im Flissignahrmedium hat
sich bislang aufgrund des erhohten Aufwandes nicht durchsetzen kdnnen (Anonymous,
2014). In der Regel wurde versucht, direkt von Festndhrmedien zu identifizieren. Die
Problematik der Generierung von qualitativ hochwertigen und reproduzierbaren Spektren
liegt in der oft heterogenen Art der filamentdsen Schimmelpilze, die sich schon allein im
Alter des Myzels duBern kann (De Carolis et al., 2012; Del Chierico et al., 2012).

Daher wird moglichst junges Myzel zur Identifikation herangezogen, vor allem Randmyzel
(Alanio et al., 2011; De Carolis et al., 2012; De Respinis et al., 2009; Marinach-Patrice et al.,
2009; Normand et al.,, 2013). AuBerdem missen die Anzuchtbedingungen im Vorfeld

standardisiert sein (Del Chierico et al., 2012).

Die ersten Proteinextraktionsmethoden nutzten lediglich das Matrixgemisch als
Extraktionsmittel und arbeiteten nur mit Sporen oder einem Gemisch aus Sporen und Myzel
(Erhard et al., 2008; Kemptner et al., 2009; Schmidt und Kallow, 2005; Seyfarth et al., 2008).
Verschiedene Arbeiten zeigten, dass das Waschen und anschlieBende Extrahieren mittels
Ameisensaure (70 %) Spektren mit einer besseren Auflosung, einem besseren Signal-
/Rauschverhiltnis (S/N) und einem gréReren Massenreichtum hervorbringt (Anonymous,
2014; Cassagne et al., 2011; Del Chierico et al., 2012; Horka et al., 2012; Marinach-Patrice et
al., 2009).

Eine zusatzliche mechanische Bearbeitung des Probenmaterials mittels Glasperlen (Hettick

et al., 2008a, b) oder Ultraschall (Oliveira et al., 2015) erwies sich als erfolgsversprechend.

Als Energielibertrager wurden vor allem CHCA und DHB eingesetzt, doch auch hier konnte
sich hauptsachlich CHCA durchsetzen (Anonymous, 2014; Clarka et al., 2013; Oliveira et al.,
2015). Die Messung erfolgt auch bei filamentdsen Schimmelpilzen im linearen positiven
Modus in einem Massenbereich von 2 - 20 kDa (Anonymous, 2012; De Carolis et al., 2012;

Del Chierico et al., 2012; Oliveira et al., 2015).

Hettick et al. (2008a) beschrieben bei ihren Untersuchungen mit Aspergillus niger,
Epicoccum und Stachybotrys, dass es nicht moglich sei, anhand der Konidien ein zur
Identifizierung ausreichendes, qualitativ hochwertiges Spektrum zu generieren. Sie fihrten

dies auf die dunklen Konidien zuriick.
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Bislang wurde nur eine Studie veroffentlicht, in der erfolgreich Proteinprofile von
Stachybotrys spp. mittels MALDI-TOF Massenspektrometrie generiert wurden. In dieser
Studie wurden die S. chartarum Chemotypen A und S und S. chlorohalonata sowie S. bisby
anhand ihrer Konidienproteinprofile differenziert. Dabei wurde Material von einem
Malzextraktagar gewonnen und gemdR der "Formic acid" Extraktionsmethode (vgl.
Abbildung 52 im Anhang) extrahiert. Um den Signalsuppressionseffekt des in den Sporen
enthaltenen Melanins zu umgehen, wurden anstatt einem Mikroliter Matrix zwei Mikroliter

aufgetragen (Gruenwald et al., 2015).

Aktuell umfasst die Datenbank zu filamentdsen Schimmelpilzen von Bruker Daltoniks 40
Gattungen und innerhalb dieser Gattungen sind 110 Spezies erfasst (Fungi Library 1.0 —

#700281). Stachybotrys ist bislang in dieser Datenbank nicht enthalten.

2.3.3.2 HPLC - Tandemmassenspektrometrie

Die Flussigkeitschromatographie-Tandemmassenspektrometrie  (LC-MS/MS) ist eine
etablierte Methode, um die Konzentration von niedermolekularen Analyten, z.B. von
Mykotoxinen, Tierarzneimitteln oder Pflanzenschutzmitteln in einem Extrakt nachzuweisen
(Europdische Kommission, 2002; Lottspeich et al., 2012).

Die LC-MS/MS wird sowohl zur Untersuchung von Lebensmitteln als auch Futtermitteln
eingesetzt (Sulyok et al., 2010; Gottschalk et al., 2009; Xavier und Scussel, 2008). Auch das
Vorkommen makrozyklischer Trichothecene in Umweltproben (z.B. Hausstaub und
Luftproben) wurde mittels LC-MS/MS untersucht (Bloom et al., 2007; Gottschalk et al., 2006,
2008; Lanier et al., 2012; Nielsen et al., 1998a; Tuomi et al., 2000).

Es gibt verschiedene Verfahren, die Zielanalyten aus der zu untersuchenden Matrix
herauszulosen, wobei ein Extrakt meistens mittels Mischungen verschiedener organischer
und anorganischer Losungsmittel in Abhdngigkeit von den chemischen Eigenschaften der
Zielanalyten gewonnen wird. Der flissige Probenextrakt ist demzufolge ein Gemisch aus
verschiedenen Matrixbestandteilen und den Zielanalyten, weshalb dieser oft noch weiteren

Reinigungsschritten unterzogen wird (Gottschalk, 2009; Lottspeich et al., 2012).
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Die Zielanalyten werden mit Hilfe einer Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC)-
Anlage aufgetrennt und in der lonenquelle des Massenspektrometers meist unter hoher
Spannung (Elektrospray-lonisation, ESI) und Temperatur in die Gasphase Uberfiihrt und
ionisiert. Die so gewonnenen Molekilionen werden entlang des lonenpfads entsprechend

ihres Masse- / Ladungs- Verhaltnisses aufgetrennt (McLafferty und Turecek, 1995).

Ein Tandem-MS besteht aus drei Quadrupolen mit vier parallel verlaufenden Stabelektroden
(Abbildung 15). Im ersten Quadrupol werden die ionisierten Zielmolekile (precursor ions)
anhand ihres Masse-/Ladungs-Verhaltnisses selektiert. Im zweiten Quadrupol, der
sogenannten Kollisionszelle, wird das selektierte Mutterion in spezifische Tochterionen
(product ions) fragmentiert (Lottspeich et al., 2012). Zum Nachweis einer Substanz werden
zwei spezifische Fragmente mit spezifischen Massen (Quantifier und Qualifier) im dritten
Quadrupol selektiert, die ein elektronisch messbares Signal (Peak) zu einer
charakteristischen Retentionszeit hervorrufen (Europaische-Kommission, 2002). Die
ausgewadhlten Fragmentionen treten immer zur selben Retentionszeit auf und deren
Peakflachen im resultierenden Chromatogramm stehen in einem spezifischen Verhaltnis
zueinander. Aufgrund dieser Kriterien ist eine hoch spezifische Identifizierung der Substanz

moglich (Lottspeich et al., 2012; McLafferty und Turecek, 1995).

Quadrupol 1 Qua.d.rupol 2= Quadrupol 3
Kollisionszelle
O .
@ ®
o @ 2 L
L]

O B

Precursor-lon Fragmentierung Produkt-lon
z.B.m/z=562,4 z.B. m/z =249,1

Abbildung 15: Schematische Darstellung der Tandemmassenspektrometrie
nach ABSciex (Darmstadt)
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Stachybotrys-Isolate

Es wurden 45 Stachybotrys-lsolate aus der Stammsammlung des Lehrstuhls fir
Lebensmittelsicherheit ausgewdhlt (je n=15 aus Umweltproben, Futtermitteln und
Lebensmitteln). Die Isolate wurden gemaR ihrer urspriinglichen Habitate kodiert:

¢  UM: Umwelt- und Innenraumproben

* FM: Futtermittelproben

* LM: Lebensmittelproben
Die Isolate wurden teilweise bereits in vorherigen Studien untersucht (vgl. Tabelle 13, 14 und
15). Nach Biermaier (2013) und Hohne (2008) werden mittels MTT-Zytotoxizitatstest
ermittelte 1Cso-Werte wie folgt beurteilt (bezogen auf Gramm Agar bzw. Quadratmillimeter
Agar):

e >7,5g/ml bzw. > 100,0 mm?*/ml nicht toxisch

e 7,5-0,74 g/ml bzw. 100,00 - 50,00 mm?*/ml geringgradig toxisch

e <0,74 g/ml bzw. < 50,00 mm?/ml hochgradig toxisch

Die Isolate wurden bis zu ihrer Analyse als Lyophilisate gelagert. Um ihre Reinheit zu
Uberprifen, wurden sie auf Malzextraktagar (vgl. 3.1.3) bei 25 °C fiir sieben Tage bebritet.
Nach Bestatigung der Reinheit wurde von jedem Isolat eine Dreipunktkultur angeziichtet, die

ebenfalls sieben Tage bei 25 °C bebritet wurde.
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3 MATERIAL UND METHODEN
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Tabelle 14: Stachybotrys-lsolate aus Futtermitteln aus Deutschland (n=15)

MTT-Test! ELISA? Sequenzierung
Eigene Stamm- Roridin A- HPLC/
Isolat-Nr. sammlung Herkunft ICso-Wert Aquivalent | Stachybot LC
(mm?/mi)* q ybotrys spp. MS/MS?
(ng/g)

FM16/14 SS01 Stroh - - - -
FM17/14 S7 Stroh 781,25 0,51 S. chlorohalonata n.n.
FM18/14 S16St Stroh 3,05 4185,70 - +
FM19/14 S5 Stroh 97,66 2,80 - -
FM20/14 S$23St Stroh 390,62 19,70 - -
FM21/14 S24St/A Stroh 0,38 174605,20 - +
FM22/14 S241t/B Stroh 3,05 22562,60 - -
FM23/14 S35lIt Stroh 1,52 4124,20 - +
FM24/14 S445t Stroh 390,62 2,34 - +
FM25/14 S485St Stroh 0,76 22320,90 - -
FM26/14 H42St Heu 781,25 1,00 - +
FM27/14 H47A Heu 3,05 3525,53 - -
FM28/14 H47B Heu 97,66 4,67 - -
FM29/14 H47C Heu 390,62 0,76 -

FM30/14 H47D Heu 0,76 3447,10 - +

! MTT-Zytotoxizitdtstest mit Schweinenierenzellen

2 ELISA fur makrozyklische Trichothecene als Roridin A Aquivalent (ng/g Agar)

* Nachweis von makrozyklischen Trichothecenen (+: konnten nachgewiesen werden)
n.n.: nicht nachweisbar
Interpretationsgrundlage MTT-Test ICso-Wert > 100,0 mmz/ml nicht toxisch, 100 - 50,00 mmz/ml geringgradig

RA: Roridin A

toxisch,

< 50,00 mmz/ml hochgradig toxisch
*bezogen auf Quadratmillimeter Agar

-: es liegen keine Ergebnisse vor
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3.1.2 Referenzstaimme

In Tabelle 16 sind die Referenzstamme gelistet, die Gber ATCC (LGC Standards GmbH, Wesel)
bezogen wurden.

Die Anzucht erfolgte gemaR Anleitung der ATCC. Zudem wurden sie kulturmorphologisch auf
ihre Reinheit und Identitat Gberprift (vgl. 3.2.1). Zudem wurden drei Isolate aus der
Stammsammlung des BioCentrum der Technischen Universitat Danemark (DTU, IBT, Lyngby)

in die Untersuchung mit einbezogen.

Tabelle 16: Verwendete Referenzstamme (n=15) und ihre Herkunft

Bezugsquelle /
Stachybotrys (S.) spp. Land Herkunft Referenznummer
Melanopsamma

pomiformis*! England Ulmus sp. ATCC/18873

Memnoniella
) USA Innenraum ATCC/MYA-584
echinata***
. . 2 . Toter Stamm von
Nectriella funicola* Schweiz ] ATCC/96538
Anthriscus sp.
S. chartarum N :

Danemark Baumaterial IBT**/40288
(Chemotyp A)

S- chartarum USA Baumaterial IBT**/40293
(Chemotyp S)

S. chartarum Ungarn Hafer ATCC/34916

S. chlorohalonata USA Baumaterial IBT**/40285

S. complementi Japan Boden ATCC/20511

S. cylindrospora Deutschland Boden ATCC/16276

S. dichroa England Senecio jacobaea ATCC/18913

S. kampalensis Neuguinea Waldboden ATCC/22705

S. longispora Japan Tote Blatter von llex latifolia ATCC/32451

S. oenanthes Kanalinseln Oenanthe crocata ATCC/22844

S. parvispora Griechenland Boden ATCC/18877

S. theobromae Malaysia Theobroma cacao ATCC/18905

*sexuelle Formen, L anamorphe Form: S. albipes % anamorphe Form: S. oleronensis
** BioCentrum der Technischen Universitdt Danemark (DTU, Lyngby)

*** Synonym zu S. echinata
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3.1.3 Nidhrmedien

In Tabelle 17 sind die zur Anzucht genutzten Nahrmedien und ihre Bezugsquellen aufgefihrt.

Es wurde Malzextraktagar fiir die Toxinextraktion und Phanotypisierung verwendet. Fir die

Proteinextraktion zur MALDI-TOF MS Messung und zur DNA-Extraktion wurde Malzextrakt-

Bouillon genutzt.

Tabelle 17: Verwendete Nahrmedien

Ndhrmedium Mischungsverhaltnis Bezugsquelle
Maismehl Agar (CMA) | porETSTnE O A, 1501645
Malzextraktagar (MEA) :Z:;ggg:: haudni;lOS(SOmgl Mirrctl_([\glzalr&s;;gt)’

Malzextrakt Bouillon :Z:;ggg:: haudnfolgéomgl Mirﬁclf[\glzalr&s;;gt)’
Potato Dextrose Agar (PDA) :ch;ggg:f haudnfj(?éonﬁ A\‘/r\tN_T\j (ngzrern; ;a(c)j;z)’o

3.1.4 Phdnotypisierung

Anilinblau wasserloslich [Merck (Darmstadt), Art.Nr. M 101275]

Aqua dest.

Bunsenbrenner Gasprofi [WLD-Tec (Gottingen)]

Deckglaser 24 x 24 mm [Merck (Darmstadt), Art.Nr. 613F9415]
Exsikkatordeckel [VWR (Darmstadt), Art.Nr. 467-1275]

Exsikkatorplatte Porzellan [VWR (Darmstadt), Art.Nr. 467-0104]
Exsikkatorunterteil ohne Anschluss [VWR (Darmstadt), Art.Nr. 467-1130]
Immersionsol fur die Mikroskopie [Merck (Darmstadt), Art.Nr. M 104699]
Impflanzette [VWR (Darmstadt), Art.Nr. 631-7121 N]

Impfose [VWR (Darmstadt), Art.Nr. SCUT3686232]

Impfosenhalter Aluminium mit PVC 150 mm [VWR (Darmstadt), Art.Nr. 612-2683]
Klebeband kristallklar 15 mm [Tesafilm, Tesa (Hamburg), Art.Nr. 57316-00000]
Lichtmikroskop Leica Aristoplan [Leitz (Stuttgart)]

Milchsdure 90 % [Merck (Darmstadt), Art.Nr. M100366]

Ndhrbodenflaschen 11/ 2,51 [VWR (Darmstadt), Art.Nr. 391-0528/391-0530]
Objekttrager 76 x 26 mm, geputzt/Mattrand [Menzel (Braunschweig), Art.Nr. 021102]
Petrischalen Greiner @ 94 mm [VWR (Darmstadt), Art.Nr. 391-3662]

Pinzette [Merck (Darmstadt), Art.-Nr. 232G2164]

Schere [VWR (Darmstadt), Art.-Nr. 2331551]

Stereomikroskop Discovery. V8 [Zeiss (Jena)]

Universalpepton [Merck (Darmstadt), Art.Nr. 107043]

Horizontalschittler, Typ 3005 [GFL (Burgwedel), Art.Nr. 10561614E]
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3.1.5 Genotypisierung

3.1.5.1 System

Bio-Rad iCycler [Bio-Rad (Miinchen)]

3.1.5.2 DNA Extraktion

Ballotini Vollglasperlen SiLiBeads® 1,0-1,2 mm [VWR (Darmstadt), Art.Nr. 201-0491]
Chloroform z.A. [Merck (Darmstadt), Art.Nr. 102445]

Ethanol absolut z.A. [Merck (Darmstadt), Art.Nr. 100983]

Horizontalschittler, Typ 3005 [GFL (Burgwedel), Art.Nr. 10561614E]
LAL-Reagenzwasser steril [Acila® LRW (Weiterstadt), Art.Nr. 1715006]

NucleoSpin® Plant Kit [Macherey & Nagel (Diren), Art.Nr. 740770.50]

Pipette ,, Eppendorf Reference” 0,5-10 pl [Eppendorf (Hamburg), Art.Nr. 4910000.024]
Pipette ,, Eppendorf Reference” 10-100 pl [Eppendorf (Hamburg), Art.Nr. 4910000.059]
Pipette ,,Eppendorf Reference” 100-1000 pl [Eppendorf, Art.Nr. 4910000.083]
Pipettenspitzen ep Dualfilter T.I.P.S. 10 pl [Eppendorf (Hamburg), Art.Nr. 613-3681]
Pipettenspitzen ep Dualfilter T.I.P.S. 200 ul [Eppendorf (Hamburg), Art.Nr. 613-3685]
Pipettenspitzen ep Dualfilter T.I.P.S. 50-1000 pl [Eppendorf, Art.Nr. 613-3687]
Proteinase K recombinant PCR grade [Roche (Basel), Art.Nr. 03115828001]
ReaktionsgefdaRe 1,5 ml [Eppendorf (Hamburg), Art.Nr. 0030120.094]

TissuelLyser [Qiagen (Hilden), Art.Nr. 85220]

Thermomixer Comfort [Eppendorf (Hamburg)]

Zentrifuge mini [Labogene (Lynge), Scanspeed, Art.Nr. 7.601.314.101]

3.1.5.3 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Agarose [Bio-Rad (Minchen), Art.Nr. 1613101]

Ethidiumbromid [VWR (Darmstadt), Art.Nr. 1.11608.0030]
Gelelektrophoresekammer, horizontal [VWR (Darmstadt), Art.Nr. 401515]
HyperLadder [Bioline (Luckenwalde), Art.Nr. H4-107K]

EZ Load [Bio-Rad (Miinchen), Art.Nr. L9703456]

Pipette ,, Eppendorf Reference” 0,5-10 pl [Eppendorf (Hamburg), Art.Nr. 4910000.024]
Pipette ,, Eppendorf Reference” 10-100 pl [Eppendorf (Hamburg), Art.Nr. 4910000.059]
Pipette ,,Eppendorf Reference” 100-1000 pl [Eppendorf, Art.Nr. 4910000.083]
Pipettenspitzen ep Dualfilter T.I.P.S. 10 pl [Eppendorf (Hamburg), Art.Nr. 613-3681]
Pipettenspitzen ep Dualfilter T.1.P.S. 200 ul [Eppendorf (Hamburg), Art.Nr. 613-3685]
Pipettenspitzen ep Dualfilter T.I.P.S. 50-1000 pl [Eppendorf, Art.Nr. 613-3687]

Primer tri5 forward und reverse [Eurofins Operon (Ebersberg)]

Primer ITS-1 [TIB MOLBIOL (Ebersberg)]

Primer ITS-4 [TIB MOLBIOL (Ebersberg)]

ReaktionsgefdaRe 1,5 ml [Eppendorf (Hamburg), Art.Nr. 0030120.094]

Thermo Prime TAQ DNA Polymerase [Thermo Scientific, Art.Nr. 00185198]
UV-Kammer [Bio-Rad (Miinchen)]

Vortex [IKA Lab Dancer (Staufen)]
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3.1.5.4 Sequenzierung

Ethanol absolut z.A. [Merck (Darmstadt), Art.Nr. 100983]

LAL-Reagenzwasser steril [Acila® LRW (Weiterstadt), Art.Nr. 1715006]

Pipette ,, Eppendorf Reference” 0,5-10 pl [Eppendorf (Hamburg), Art.Nr. 4910000.024]
Pipette ,, Eppendorf Reference” 10-100 pl [Eppendorf (Hamburg), Art.Nr. 4910000.059]
Pipette ,,Eppendorf Reference” 100-1000 pl [Eppendorf, Art.Nr. 4910000.083]
Pipettenspitzen ep Dualfilter T.I.P.S. 10 pl [Eppendorf (Hamburg), Art.Nr. 613-3681]
Pipettenspitzen ep Dualfilter T.I.P.S. 200 ul [Eppendorf (Hamburg), Art.Nr. 613-3685]
Pipettenspitzen ep Dualfilter T.I.P.S. 50-1000 pl [Eppendorf, Art.Nr. 613-3687]

Primer tri5 forward und reverse [Eurofins Operon (Ebersberg)]

Primer ITS-1 [TIB MOLBIOL (Ebersberg)]

Primer ITS-4 [TIB MOLBIOL (Ebersberg)]

QIAquick PCR Purification Kit (250) [Qiagen (Hilden), Art.Nr. 28106]

ReaktionsgefdaRe 1,5 ml [Eppendorf (Hamburg), Art.Nr. 0030120.094]

Zentrifuge mini [Labogene (Lynge), Scanspeed, Art.Nr. 7.601.314.101]

3.1.6 MALDI-TOF MS

3.1.6.1 System

MALDI-TOF Massenspektrometrie Microflex LT [Bruker Daltoniks (Bremen)]
Software - Biotyper OC inkl. Taxonomy [Version 3.1.66] [Bruker Daltoniks (Bremen)]
Software - Flex Analysis [Version 3.4] [Bruker Daltoniks (Bremen)]

3.1.6.2 Anzucht und Proteinextraktion

Acetonitril fir HPLC [ChemSolute (Renningen), Art.Nr. 2637.2500]

Alu-Laborfolie [Zefa (Grasbrunn), Art.Nr. 60150]

Ameisensaure 99 — 100 % z.A. [Th. Geyer (Renningen), Art.Nr.607-001-00-0]

Aqua bidest. / Anlage Typ 2108 [GFL (Burgwedel), Art.Nr. 10280303]

Collection Swab invasive sterile [Eurotubo (Trujillo), Art.Nr. 300200]

Dimethylsulfoxid [Merck (Darmstadt), Art.Nr. 2952]

Erlenmeyer-Kolben 100 ml, Weithals [VWR (Darmstadt), Art.Nr. 214-1171]

Ethanol absolut z.A. [Merck (Darmstadt), Art.Nr. 100983]

Glasperlen 0,5 mm Durchmesser [Bio-Spec Products (Karlsruhe), Art.Nr. 11079105]
Horizontalschittler, Typ 3005 [GFL (Burgwedel), Art.Nr. 10561614E]
Malzextrakt-Bouillon [Merck (Darmstadt), Art.Nr. 105397]

Pipette ,, Eppendorf Reference” 0,5-10 pl [Eppendorf (Hamburg), Art.Nr. 4910000.024]
Pipette ,,Eppendorf Reference” 10-100 pl [Eppendorf (Hamburg), Art.Nr. 4910000.059]
Pipette ,,Eppendorf Reference” 100-1000 pl [Eppendorf, Art.Nr. 4910000.083]
Pipettenspitzen ep Dualfilter T.I.P.S. 10 pl [Eppendorf (Hamburg), Art.Nr. 613-3681]
Pipettenspitzen ep Dualfilter T.I.P.S. 200 pl [Eppendorf (Hamburg), Art.Nr. 613-3685]
Pipettenspitzen ep Dualfilter T.I.P.S. 50-1000 pl [Eppendorf, Art.Nr. 613-3687]
ReaktionsgefdaRe 1,5 ml [Eppendorf (Hamburg), Art.Nr. 0030120.094]

Salzsdure [Merck (Darmstadt), Art.Nr. 1.09057.1000]
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TissueLyser [Qiagen (Hilden), Art.Nr. 85220]

Vacuumzentrifuge MiVac [GeneVac (Brigachtal)]

Vortex [IKA Lab Dancer (Staufen)]

Zentrifuge mini [Labogene (Lynge), Scanspeed, Art.Nr. 7.601.314.101]

3.1.6.3 MALDI-TOF Massenspektrometrie

Acetonitril [Fluka (Dagebdill), Art.Nr. 34967]

Bruker IVD Bakterien Test Standard [Bruker Daltoniks (Bremen), Art.Nr. 8290190]
MSP 96 polished Steel BC Target [Bruker Daltoniks (Bremen), Art.Nr. 8280800]

Pipette ,, Eppendorf Reference” 0,5-10 pl [Eppendorf (Hamburg), Art.Nr. 4910000.024]
Software — Flex Control [Version 3.4.127] [Bruker Daltoniks (Bremen)]
Trifluoressigsaure [Merck (Hamburg), Art.Nr. 1.08178.0050]

Aqua dest. [Fluka (Dagebdill), Art.Nr. 39253]

a-Cyano-4-Hydroxy-Zimtsaure [Fluka (Dagebiill), Art.Nr. 70990]

3.1.7 LC-MS/MS

3.1.7.1 System

Tandemmassenspektrometer ,,API 4000” [ABSciex (Darmstadt)]
Software Analyst [Version 1.6.2] [ABsciex (Darmstadt)]

3.1.7.2 Extraktion

Aqua bidest./ Anlage Typ 2108 [GFL (Burgwedel), Art.Nr. 10280303]
Acetonitril fir HPLC [ChemSolute (Renningen), Art.Nr. 2637.2500]

Bag Mixer 400 [Interscience (Bensheim)]

Becherglas, niedrige Form 80 ml [VWR (Darmstadt), Art.Nr. 213-1128]
Bordelkappen N11-L, 13 mm [Zefa (Grasbrunn), Art.Nr. 70288]
Faltenfilter 18,5 cm [Macherey & Nagel (Diiren), Art.Nr. 531018]
Glastrichter [VWR (Darmstadt), Art.Nr. ROBU47044]

Messzylinder [VWR (Darmstadt), Art.Nr. 612-2893]

Omnifix 2 ml Luer Lock Spritzen [VWR (Darmstadt), Art.Nr. 612-2893]
Spritzenfilter (Nylon), 25 mm/0,45 um [Zefa (Grasbrunn), Art.Nr. E256.1]
Reagenzglas mit Gewinde [VWR (Darmstadt), Art.Nr. 216-1166]
Stomacherbeutel, steril [VWR (Darmstadt), Art.Nr. 129-9866]
Ultraschallbad Sonorex RX 510 [Bandelin (Berlin)]

Vakuumzentrifuge MiVac [GeneVac (Brigachtal)]

VerschlieRzange fur Bérdelkappen 13 mm [Zefa (Grasbrunn), Art.Nr. 735113]
Vials 2 ml 12 x 32 mm Klarglas [Zefa (Grasbrunn), Art.Nr. 8251370]
Waage [Sartorius (Gottingen)]
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3.1.7.3 Messung der Extrakte

* Ameisensaure 99 — 100 % z.A. [Th. Geyer (Braunschweig), Art.Nr.607-001-00-0]

* Ammoniumformiat [Sigma-Aldrich (Steinheim), Art.Nr. F2004]

Aqua bidest. Anlage Typ 2108 [GFL (Burgwedel), Art.Nr. 10280303]

HPLC-Anlage: LC-20 AB; CBM-20A; CTO-20AC [Shimadzu (Hamburg)]

HPLC-Saule Synergi Polar-RP, 150 x 2 mm [Phenomenex, Art.Nr. 00F-4375-B0]
Methanol [Merck (Darmstadt), Art.Nr. 1.06009]

Offnungszange fiir Bérdelkappen 13 mm [Zefa (Grasbrunn), Art.Nr. 12967]
Stachybotrys-Vergleichsextrakt (S8, S. chartarum Chemotyp S, vgl. Gottschalk (2009))
Spritzenfilter (Nylon), 13 mm/0,45 um [Zefa (Grasbrunn), Art.Nr. 101214042]
Tandemmassenspektrometer ,,API 4000” [ABSciex (Darmstadt)]

Verrucarin A [Sigma-Aldrich (Steinheim), Art.Nr. R7502]

Vorsaulenhalter [Phenomenex (Aschaffenburg), Part.Nr. KJ0-4282]

Vorsdule Synergi Polar-RP 4 x 20 mm [Phenomenex (Aschaffenburg), Part.Nr. AJ0-6075]



66

3.2 Methoden

In Abbildung 16 ist der Versuchsaufbau schematisch dargestellt. Nach sieben Tagen
Inkubation der ersten Kulturplatte aus dem Stachybotrys-Lyophilisat (vgl. Kap. 3.1.1) war
genigend Pilzmaterial gewachsen, um dieses fiir die Beimpfung von MEA-Ndhrmedien

und/oder Flussignahrmedien zu gewinnen.

Malzextraktagar-Urkultur

, 7d Wachstum) )
Beimpfen \Bsnmpfen

Malzextraktagar (A/B) Malzextraktbouillon (A/B/C)
(21 d Wachstum - (2d Wachstum)
Toxinextraktion DNA-Extraktion, "roleinextraktion
J Sequenzierung
Phanotypisierung Messung der Genotypisierung Identifizierung mittels
makrozyklischen MALDI-TOF MS

Trichothecene
mittels LC-MS/MS

Abbildung 16: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus
(LC-MS/MS £ Fliissigkeitschromatographie-Tandemmassenspektrometrie,
MALDI-TOF MS £ Matrix Assisted Laser Desorption lonisation-Time of Flight
Massenspektrometrie, d: Tage) (A, B und C £ Mehrfachansitze)

3.2.1 Anzucht

Die als Lyophilisate vorliegenden Isolate wurden in 1000 pl Peptonwasser (0,1 %) aufgelost
und fir eine Stunde bei Raumtemperatur auf einem Horizontalschittler (GFL, Burgwedel)
mit einer Geschwindigkeit von 250/min inkubiert. AnschlieBend wurde die
Sporensuspension auf MEA ausgestrichen und fiir sieben Tage bei +25 °C inkubiert.

Von diesen Platten wurde Pilzmaterial mittels einer Impflanzette entnommen und
punktférmig an drei verschiedenen Stellen auf MEA aufgebracht (Dreipunktkultur) (Samson,
2010). Diese Platten (Urkulturen) wurden fiir sieben Tage bei +25 °C im Brutschrank und
anschliefend flir 14 Tage in einem mit sterilem Aqua bidest. gefillten Exsikkator bei

Raumtemperatur inkubiert.

Die Referenzstamme wurden gemal} den Vorschriften der ATCC und je nach Referenzstamm
zusatzlich auf CMA, MEA und PDA angeziichtet und anschlieRend wie die Isolate auf MEA als

Dreipunktkultur angelegt.
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3.2.2 Phadnotypische Charakterisierung

3.2.2.1 Kulturmorphologie

Von den Urkulturen aller Isolate und Referenzstdamme wurden Dreipunktkulturen (je n=2, A
und B) auf Malzextraktagar angefertigt (siehe Kap. 3.2.1). Diese Kulturen wurden bei +25 °C
im Brutschrank fur sieben Tage und anschlieBend bei Raumtemperatur in einem mit Aqua

bidest. geflllten Exsikkator fiir 14 Tage inkubiert.

Nach insgesamt 21 Tagen wurde von allen Isolaten ein makroskopisches Foto angefertigt.
Die Fotos der Referenzstamme wurden zum Vergleich mit den Fotos der Isolate
herangezogen (Abbildung 19 - 22).

Die Platten wurden anschlieBend bis zur Toxinextraktion bei -20 °C aufbewahrt fiir maximal

21 Tage.

3.2.2.2 Mikromorphologie

Das Pilzmaterial fir die mikroskopischen Prdaparate wurde mittels eines kristallklaren
Klebestreifens von der Dreipunktkultur abgenommen, auf einem Objekttrager mit
Anilinblaufarbelosung (Anilinblau + Milchsdure (85 %)) angefarbt und bei 400- und 1000-

facher VergréBerung betrachtet.

Anhand der Form der Konidiophoren, Phialiden und Konidien wurde eine taxonomische
Zuordnung vorgenommen (Samson, 2010).
Die Mikroskopaufnahmen (Abbildung 23 - 25) der Referenzstimme wurden zum Vergleich

mit den zu untersuchenden Isolaten herangezogen.
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3.2.3 Molekularbiologische Differenzierung

3.23.1 PCR

3.2.3.1.1 System

Die Polymerasekettenreaktion wurde an einem iCycler (Bio-Rad, Miinchen) durchgefiihrt.

3.2.3.1.2 Anzucht und DNA-Extraktion

Von den Urkulturen (Kap. 3.2.1) wurde Pilzmaterial mittels eines sterilen Tupfers in mit
50 ml Malzextrakt-Bouillon befiillte 100 ml Erlenmeyerkolben (je n=3, A, B und C) tberfiihrt
und fur 24 h bei 25 °Cinkubiert.

AnschlieBend wurden die Erlenmeyerkolben auf einem Horizontalschittler bei
Raumtemperatur fir weitere 24 h mit einer Geschwindigkeit von 250/min inkubiert.

Aus diesen FlUssigkulturen wurde 200 mg Myzel entnommen und die DNA mittels
NucleoSpin Plant Kit nach Anweisungen des Herstellers (Macherey & Nagel, Diren)
extrahiert. Um einen besseren Aufschluss der Zellen zu erreichen, wurden zusatzlich

Glasperlen (n=10, Durchmesser: 1,0 mm) eingesetzt (Biermaier, 2013).

3.2.3.1.3 Amplifikation der ITS-Region

Die Amplifikation (330 - 520 bp) des ITS-Genabschnittes (ITS-1/4) wurde mittels folgender
Primer durchgefiihrt (White et al., 1990):

* |TS-1:5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3" (forward)
* ITS-4:5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3" (reverse)

In Tabelle 18 ist der Reaktionsansatz fiir die PCR dargestellt.

Da alle Schimmelpilze diesen Genabschnitt besitzen, dient das PCR-Ergebnis gleichzeitig als
interne Amplifikationskontrolle (Biermaier, 2013; Hibbett und Taylor, 2013).

Anhand des ITS-Genabschnittes kénnen verschiedene Pilzgattungen unterschieden werden.

Zum Teil gelingt eine Differenzierung auf Speziesebene (White et al., 1990).
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Tabelle 18: Reaktionsansatz (50 pl) fur die PCR

Stammldsung Endkonzentration ul/Ansatz
10 x Puffer - 5
MgCl, 25 mM 5
dNTP 200 nM 1
ITS-1 bzw. tri5 f 10 uMm 1
ITS-4 bzw. tri5r 10 uMm 1
Aqua dest. - ad 50
dNTP: Desoxyribonukleosidtriphosphat f: forward r: reverse

Die Amplifikation erfolgte nach dem Temperaturprogramm in Tabelle 19.

Um zu Uberprifen, ob die PCR erfolgreich war, wurden jeweils 3 pl der PCR-Produkte auf ein
zweiprozentiges Agarose-Elektrophoresegel aufgetragen, fiir 60 min bei einer Spannung von
120 V aufgetrennt und anschlieRend mittels Ethidiumbromidfarbung unter einer UV-Kamera

sichtbar gemacht.

Tabelle 19: Temperaturprogramm fir die ITS - PCR

Schritt Temperatur [°C] Zeit Wiederholungen
1 95 10 min 1x
95 20s
2 52 30s 40x
72 90s
3 72 10 min 1x
4 10 unbegrenzt -
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3.2.3.1.4 Amplifikation des tri5-Gens

Mittels der folgenden Primer (Cruse et al., 2002) wurde der Sequenzabschnitt des tri5-Gens

amplifiziert:

* 5’-CATCAATCCAACAGTTTCAC-3’ (forward)
* 3’-GCAACCTTCAAAGACTATTG-5" (reverse)

Der Reaktionsansatz fiir diese PCR entspricht dem Ansatz der ITS-PCR (Tabelle 18). In Tabelle
20 ist das Temperaturprogramm fiir die PCR aufgefihrt.
Anhand des tri5-Genabschnittes kann zwischen S. chartarum und S. chlorohalonata und

zwischen den Chemotypen (A und S) von S. chartarum unterschieden werden.

Tabelle 20: Temperaturprogramm fir die tri5-PCR

Schritt Temperatur [°C] Zeit Wiederholungen
1 95 10 min 1x
95 20s
2 51 30s 40x
72 45s
3 72 10 min 1x
4 10 unbegrenzt

3.2.3.2 Sequenzierung und ldentifizierung

Die PCR-Produkte wurden mittels des QIAquick® Purification Kits (Qiagen, Venlo) nach
Herstellerangaben aufgereinigt und auf eine Konzentration von 5 ng/ul eingestellt. Die

Sequenzierung wurde von der Firma Eurofins MWG Operon (Ebersberg) durchgefiihrt.

Aufgrund der Unterschiede im ITS-Genabschnitt (ITS-1/4) kann zwischen einzelnen
Stachybotrys spp. unterschieden werden (Andersen et al., 2003).

Anhand des tri5-Genabschnittes ist es moglich, eindeutig zwischen dem hoch toxischen
S. chartarum Chemotyp S und S. chartarum Chemotyp A sowie S. chlorohalonata zu

unterscheiden (Andersen et al., 2003).
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Um die Referenzstaimme auf ihre Identitdit zu Uberprifen, wurden die
Sequenzierungsergebnisse der ITS- und der tri5-Region mit der Datenbank des National
Center for Biotechnology Information (NCBI) und der MycoBank-Datenbank abgeglichen
(Crous et al., 2004; NCBI, 2014). Die Sequenzierungsergebnisse der 45 Stachybotrys-1solate
wurden mit den Sequenzierungsergebnissen der Referenzstamme verglichen.

Die Auswertung der molekularbiologischen Ergebnisse erfolgte mittels der Software
Bionumerics (Gent) und Online-Datenbanken (NCBI und MycoBank) (Crous et al., 2004; NCBI,
2014). Es wurden nur eindeutige Basensequenzen ab einem Software-ermittelten
Signalqualitatswert von 230 in Betracht gezogen (Qualitatskriterium Eurofins MWG Operon,

Ebersberg).

Die Qualitat der Dendrogramme wurde mittels des kophenetischen Korrelations-
koeffizienten beurteilt (Rohlf und Sokal, 1962). Dabei werden die Werte der Distanzmatrix
und der kophenetischen Matrix durch den Korrelationskoeffizienten nach Pearson in Bezug
zueinander gebracht und der lineare Zusammenhang beurteilt. Dieser Wert sollte moglichst
nahe an 1,0 sein. Ab einem kophenetischen Korrelationskoeffizienten von
< 0,76 gilt die Aufzweigung als nicht verldsslich. Diese Beurteilung ist in den Dendrogrammen

als Prozentwert (1,0=100 %) dargestellt (Goris, 2014).
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3.2.4 MALDI-TOF MS

3.2.4.1 System

Die Messungen wurden an einem Microflex LT (Bruker Daltoniks, Bremen) MALDI-TOF

Massenspektrometer mit einem MSP 96 polished steel BC Target durchgefiihrt.

3.2.4.2 Proteinextraktion

Alle Referenzstamme und Isolate wurden fiir die Vorversuche sowohl auf Malzextraktagar
als auch in Malzextrakt-Bouillon angeziichtet, wobei fiir die Hauptversuche nur Malzextrakt-
Bouillon verwendet wurde. Dabei bildeten die untersuchten Stachybotrys spp. sogenannte

Myzel-Pellets (Paul und Thomas, 1998).

Im Rahmen der Vorversuche wurde Randmyzel der Referenzstamme fur S. chartarum
Chemotyp A und S (IBT 40288 und 40293) und S. chlorohalonata (IBT 40285) entsprechend
den Standardmethoden (,,Extended Direct Transfer” und ,Formic Acid Extraction”) von
Bruker Daltoniks direkt von Malzextraktagarplatten extrahiert (vgl. Abbildung 52 im Anhang).
Zudem wurde die Extraktionsmethode von Bruker Daltoniks fir filamentdse Schimmelpilze
im Vorversuch getestet (vgl. Abbildung 53 im Anhang) und ein zusatzlicher Waschschritt mit
DMSO (10 %) oder Glasperlen (0,5 mm) ergédnzt, um die Extraktionsmethode zu optimieren
(Abbildung 17).

Die Reproduzierbarkeit dieser Methodik wurde an drei unterschiedlichen Tagen im

Mehrfachansatz (3 biologische Replikate) getestet.

Das Myzel wurde aus der unter 3.2.3.1.2 beschriebenen Flussigkultur mittels einer 1000 pl
Pipette entnommen und mit so wenig Flissigndhrmedium wie mdglich in ein 1,5 ml
ReaktionsgefaR Uberfihrt. AnschlieBend wurde das Reaktionsgefal fiir 5 min bei

Raumtemperatur inkubiert, um das Myzel absetzen zu lassen.
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Der resultierende Uberstand an Malzextrakt-Bouillon wurde verworfen und durch weiteres
Myzel ersetzt, bis hin zu einer Menge von ca. 1000 pl Myzel-Bouillon-Gemisch. Nach dem
ersten Waschschritt mit Aqua bidest. wurde das Myzel mit 10 %-igem DMSO gewaschen und
in Ethanol/Wasser (900 ul/300 ul) bis zur weiteren Verarbeitung (max. 7 Tage) im
Kihlschrank bei + 7 °C aufbewahrt, wobei das Verhaltnis zwischen sterilem Aqua bidest. und
Ethanol gemdR den Vorgaben von Bruker Daltoniks (Abbildung 53 im Anhang) gewahlt

wurde (Anonymous, 2014).

Beim Trocknen des Myzels wurde auf eine vollkommene Trocknung des Pellets geachtet, das
daraufhin vollstandig in Ameisensdure resuspendiert wurde. Nach Zugabe von Acetonitril
wurde die Lésung mit dem Myzel ebenfalls sorgfiltig gemischt und angeraute Glasperlen
(Durchmesser 0,5 mm, ca. 250 pl) hinzugegeben. Um eine Reduktion storender Silikate zu
erreichen, wurden die Glasperlen zuvor mittels konzentrierter Salzsaure fiir 24 h behandelt.
Dies hat gleichzeitig einen anrauenden Effekt auf die Oberflache der Glasperlen, wodurch
eine zusatzliche mechanische Einwirkung auf die Pilzzellen erreicht wurde.

Der Extrakt wurde im Tissuelyser fiir 30 s bei einer Frequenz von 30/s bearbeitet.

Zuletzt wurde 1 pl des Proteinextrakts auf ein MSP 96 polished steel BC Target aufgebracht,
getrocknet und mit 1 pl Matrix (CHCA) beschichtet. Die Matrixlésung (Tabelle 21) wurde

selbst hergestellt (Wolf und Straubinger, 2014).

Tabelle 21: Herstellung der a-Cyano-4-Hydroxy-Zimtsaure-Matrixlosung
nach Wolf und Straubinger (2014)

Lésungen Zusammensetzung

500 pl Acetonitril
Organisches Losemittel (1 ml) 475 ul Aqua dest.
25 pl Trifluoressigsaure

14 mg a-Cyano-4-Hydroxy-Zimtsdure

Matrix (1 ml
( ) 1000 pl organisches Losemittel
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Reaktionsgefal (1,5 ml) mit 1000 - 1500 pul Myzel flllen und 5 min bei Raumtemperatur inkubieren

5 min bei 12300 rcf zentrifugieren

Uberstand verwerfen
v

1 ml steriles Aqua bidest.

mischen (Vortex Lab Dancer)
5 min bei 12300 rcf zentrifugieren
Uberstand verwerfen

v
1 mI DMSO (10 %)

waschen

mischen (Vortex Lab Dancer)
5 min bei 12300 rcf zentrifugieren

i Uberstand verwerfen
4

300 pl steriles Aqua bidest. und
900 ul Ethanol p.a. (100 %) zugeben

5 min bei 12300 rcf zentrifugieren
Uberstand verwerfen
i Trocknen bei 35 °C fir mind. 10 min
v

250 pl Ameisensaure (70 %)

Zellwinde
aufschlieRen

: 10 min einwirken
v
250 pl Acetonitril (100 %)

10 min einwirken lassen

Proteine
l6sen

v
Glasperlen (0,5 mm)
kurz mischen

v
im Tissuelyser 30 sek. bei Frequenz 30/s

_ 5 min bei 12300 rcf zentrifugieren
v
1 ul Proteinextrakt auf Target

bei Raumtemperatur trocknen
1 pl Matrix auftragen
Abbildung 17: Schema der optimierten Proteinextraktion zur Untersuchung von

Stachybotrys spp. mittels MALDI-TOF Massenspektrometrie,
DMSO: Dimethylsulfoxid, p.a.: pro analysi
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3.2.4.3 MALDI-TOF MS Messung

Die Generierung aller Spektren wurde mit der Software ,,Real Time Classification” von Bruker
Daltoniks im linearen positiven Modus (2 - 20 kDa, MBT_FC.par) mittels der MBT_AutoX
Methode mit folgenden Grundeinstellungen durchgefiihrt:

Lasereinstellung:

* MS/Parent Modus: An

* Fuzzy Control, Gewichtung: 2,00

* Laserenergie: 30 - 40 % bei Global Offset von 38 %

* Matrix Blaster: 10 Laserschiisse mit 40 % Laserenergie

* Laserbewegung: spiral-klein

* Max. Laserschiisse an einer Rasterstelle: 120
Massenbereich:

* Evaluierungsbereich: m/z 4 - 10 kDa
* grofSten Peak im gewahlten Massenbereich ausblenden
* Bearbeitungsmethode: MBT_Process
* Smoothing: An
* Baseline Substraction: An
* min. Peak Auflésung: x > 400
Spektrengenerierung:

e MS/Parent Kontrolle: An
* 240 Einzelspektren pro 40 Laserschiisse
Hochspannung:

* lonenquelle 1: 20,00 kV

* lonenquelle 2: 16,70 kV

* Linse: 7,00 kV

* Pulsed lon Extraction: 150 ns

Da die Messungen reproduzierbar und standardisiert erfolgen sollten, wurden alle
Messungen mittels der automatischen Messmethode (MBT_AutoX) gemessen. Damit wurde
indirekt die Proteinextraktionsmethode standardisiert und einer weiteren Qualitatspriifung
unterzogen. Ein Spektrum muss folgende Qualitatskriterien erfullen, um von der

automatischen Messmethode als ausreichend registriert und gespeichert zu werden:

* minimale Peak-Auflésung: > 400
* minimales S/N-Verhaltnis: 2

* minimale Intensitat: 600
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Um vergleichbare Spektren zu generieren, wurden Kalibrationen vor jeder Erstellung eines
Referenzspektrums und routinemafRig einmal pro Woche mittels des von Bruker Daltoniks
empfohlenen Bakterien-Teststandards (BTS; acht Kalibranten im Massenbereich von

3637,8 Da - 16952,3 Da), bei einem maximalen Peak Error von 300 ppm durchgefiihrt.

Die Anzucht und Extraktion der Referenzstamme wurde wie in Kapitel 3.2.4.2 beschrieben
durchgefiihrt.

Die Referenzspektren wurden gemdR dem Handbuch zu Biotyper OC 3.1 erstellt
(Anonymous, 2012). Um die erforderlichen mindestens 20 einzelnen Spektren fiir die
Generierung eines Referenzspektrums (MSP) zu erhalten, wurden die drei biologischen
Replikate (A, B und C) jeweils 12 mal auf das MSP 96 polished steel BC Target aufgebracht.
Nach Uberpriifung der Kalibrationsparameter wurden alle Spektren mit tibereinstimmenden
Massensignalen (+/- 500 ppm) mit der Biotyper OC Datenbank Version 3.1.66 abgeglichen,
um deren Spezifitdt zu bestatigen. Nur wenn es keine eindeutige Gattungsidentifizierung
(Score Value: x < 1,7) mittels der bestehenden Biotyper OC Datenbank gab und mindestens
20 Spektren Ubereinstimmten (Kontrolle der Kalibration, Kontrolle der Spektren auf
eventuelle Null-Linien (,,Flatlines”) oder Peakshifts (max. 500 ppm)), wurde ein MSP erstellt
und in die Datenbank aufgenommen.

Um die Qualitdt der MSPs zu (iberprifen, wurden die Spektren, mit denen das MSP erstellt
wurde, mit dem generierten MSP abgeglichen. Nur bei einem durchschnittlichen Score Value

von > 2,5 wurde das erstellte MSP als gut beurteilt.

Von jeder Probe wurden drei biologische Replikate auf je drei Spots auf dem Target
aufgetragen, d.h. von jeder Probe wurden neun Summenspektren, bestehend aus je sechs
einzelnen Spektren von je 40 Laserschissen, erstellt. Die Summenspektren wurden
anschlielend mit den zuvor erstellten Referenzspektren mittels der Biotyper OC Software

abgeglichen.
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3.2.5 LC-MS/MS

3.2.5.1 System

Die Messung wurden an einem Tandemmassenspektrometer , APl 4000” (ABSciex,
Darmstadt) durchgefihrt und mittels der Software Analyst (Version 1.6.2, ABsciex,

Darmstadt) ausgewertet.

3.2.5.2 Toxinextraktion der Stachybotrys-Isolate

Fir die Bestimmung der Toxinproduktion wurden MEA-Dreipunktkulturen aller Isolate und
Referenzstimme (siehe Kap. 3.2.1) (zwei biologische Replikate je n=2) aufgetaut, in
Stomacherbeutel Uberfiihrt und gewogen. Die Extraktion erfolgte wie in Abbildung 18

dargestellt.

Dreipunktkultur samt Nahrboden in Stomacherbeutel

wiegen

v

50 mlACN /H,0
(84/16)

(v/v)

5 min in Stomacher bearbeiten
A4
Uber Faltenfilter in 80 ml Becherglas
uberfihren

v
5 mlin Vakuumzentrifuge bei 50 °C
abdampfen

v
mit 1 ml ACN / H,O
(30/70)
(v/v)

in Ultraschallbad I6sen

v
Uber Spritzenfilter (0,45 um, Nylonfilter) in
HPLC Vial Uberfiuhren

Abbildung 18: Extraktion von Dreipunktkulturen von Stachybotrys spp. zur
Toxinbestimmung mittels LC-MS/MS, ACN: Acetonitril
HPLC: Hochleistungsflissigkeitschromatographie
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3.2.5.3 Messung der Toxinextrakte

Die Messung des Gehalts an makrozyklischen Trichothecenen (Satratoxin F, G und H, Roridin

E und L-2, sowie Verrucarin J) erfolgte mittels HPLC-Tandemmassenspektrometrie.

Die Toxine wurden semiquantitativ mittels Matrixkalibration (5-Punkt Kalibration zwischen
10-200 ng/ml) als Aquivalente von Verrucarin A (Nachweisgrenze 0,1 ng/g Agar) bestimmt,
da keine Standards fir die anderen oben genannten makrozyklischen Trichothecene
kommerziell erhdltlich waren. Als Vergleichsstandard fiir diese von S. chartarum
gebildeten  makrozyklischen  Trichothecene  wurde ein  Matrix-Referenzextrakt
(Stammsammlungsbezeichnung: S8, S. chartarum Chemotyp S, (Gottschalk (2009))
verwendet.

Zur Herstellung des Matrixextraktes wurden Kulturplatten des Referenzstamms IBT 40288
far S. chartarum Chemotyp A analog des Schemas in Abbildung 18 extrahiert und die
Standardverdiinnung daraus hergestellt, um Matrixeffekte weitgehend zu kompensieren.

In Tabelle 22 und 23 sind die Bedingungen fir die Flissigkeitschromatographie dargestellt.

Die Massenspektrometer-spezifischen Einstellungen sind in Tabelle 24 zusammengefasst.

Tabelle 22: Grundbedingungen fiir die HPLC

HPLC-Saule Synergi Polar-RP 80 A (Phenomenex, Torrance)
Reinstwasser + 5 mM Ammoniumformiat + 0,1 % Ameisensaure
Eluent A
Mobile Phase ( . ). . .
Methanol + 5 mM Ammoniumformiat + 0,1 % Ameisensaure

(Eluent B)

Flussrate 400 pl/min

Injektionsvolumen 20 ul

Tabelle 23: Gradientenprogramm (linear) fiir die HPLC

Zeit (min) Eluent A (%) Eluent B (%)
0 90 10
15 5 95
20 5 95
20,1 90 10
26 90 10

Eluent A: Reinstwasser + 5 mM Ammoniumformiat + 0,1 % Ameisensdure
Eluent B: Methanol + 5 mM Ammoniumformiat + 0,1 % Ameisensaure
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Tabelle 24: Quellenparameter des Tandemmassenspektrometers
(AP1 4000, ABSciex, Darmstadt)

lonisierung Elektrospray positiv (ESI +)
lonisierungsspannung (ISV) 5000V
Temperatur 500 °C
Nebulizergas (GS1) 50 psi
Heizgas (GS2) 50 psi
Curtaingas (CUR) 25 psi
Kollisionsgas (CAD) Stufe 9

Die substanzspezifischen MS - Parameter fiir die Bestimmung der einzelnen makrozyklischen
Trichothecene im ,Multiple reaction monitoring” (MRM) - Modus kénnen Tabelle 25
entnommen werden. Diese wurden fir die nicht als Standardsubstanz erhdltlichen
makrozyklischen  Trichothecene anhand des beschriebenen Vergleichsstandards
(Stammsammlungsbezeichnung: S8, S. chartarum Chemotyp S, (Gottschalk (2009))

ausgewahlt und optimiert.

Tabelle 25: Substanzspezifische Parameter der analysierten makrozyklischen
Trichothecene (LC-MS/MS im MRM-Modus)

Vorlaufer-
. Produkt-
Analyt ion ion DP (V) EP (V) CE (eV) | CXP (V)
(M+NH,)"
Verrucarin A 550.4 457,3 66 10 19 26
(Kontrollstandard) ’ 249,1 66 10 25 14
o 361,3 81 10 23 20
Roridin E 532,4
113,1 81 10 37 20
. 283,1 61 10 19 16
Roridin L-2 548,3
249,2 61 10 23 14
. 249,1 71 10 23 14
Satratoxin F 560,4
231,2 71 10 27 14
. 249,2 66 10 21 14
Satratoxin G 562,3
231,2 66 10 27 12
. 511,3 66 10 17 28
Satratoxin H 546,3
245,1 66 10 29 14
. 343,2 86 10 25 20
Verrucarin J 502,4
249,2 86 10 29 14
DP: Declustering potential CXP: Cell exit potential V: Volt EP: Entrance potential

CE: Collision energy eV: Elektronenvolt
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4 Ergebnisse

4.1 Phanotypische Charakterisierung

4.1.1 Referenzstaimme

In Tabelle 26 sind die Ergebnisse der phanotypischen Charakterisierung zusammenfassend
dargestellt. Es konnte aufgrund der groRen makroskopischen Heterogenitit und des
Mangels an Vergleichsliteratur keine Identifikation erfolgen (vgl. Abbildung 19 - 22).
Mikroskopisch war aufgrund der Heterogenitit und der mangelnden Ubereinstimmung mit
Zeichnungen der erstbeschreibenden Literatur (vgl. Abbildung 23 - 25) ebenfalls keine

Identifikation moglich.

Tabelle 26: Phanotypische Charakteristika der Referenzstamme (n=15)

Verfarbung Bildung von
Angaben ATCC Isolat Kolonie- des
bzw. IBT farbe Agar
Guttations- Sporen
tropfen
Melanopsamma ATCC/18873 | sw Ja Nein ¥
pomiformis
Memnoniella echinata MYA-584 gra Ja Nein +++
Nectriella funicola ATCC/96538 w Nein Nein -
S. chartarum
(Chemotyp A) IBT/40288 s Ja Ja +++
(Sdf :::;f; ;’rg) IBT/40293 sw Nein Ja .
S. chartarum ATCC/34916 sw Nein Ja +++
S. chlorohalonata IBT/40285 S Nein Ja +++
S. complementi ATCC/20511 SwW Ja Nein -
S. cylindrospora ATCC/16276 gra Ja Nein ++
S. dichroa ATCC/18913 w Ja Nein ++
S. kampalensis ATCC/22705 0 Nein Nein ++
S. longispora ATCC/32451 gri Nein Nein -
S. oenanthes ATCC/22844 o Nein Ja +
S. parvispora ATCC/18877 SwW Nein Ja ++
S. theobromae ATCC/18905 gra Ja Nein -
sw: schwarz-weill  gra:grau w:weiB s:schwarz o:orange gri: griin

-: keine Sporen

+: sehr wenige Sporen

++: einige Sporen

+++: viele Sporen
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Makroskopisch wiesen alle 15 auf MEA kultivierten Referenzstamme
(S. parvispora (ATCC 18877), S. cylindrospora (ATCC 16276), Memnoniella echinata (MYA-
584), Melanopsamma pomiformis (ATCC 18873), Nectriella funicola (ATCC 96538),
S. complementi (ATCC 20511), S. dichroa (ATCC 18913), S. kampalensis (ATCC 22705),
S. longispora (ATCC 32451), S. oenanthes (ATCC 22844), S. theobromae (ATCC 18905),
S. chartarum (ATCC 34916), S. chartarum Chemotyp S (IBT 40293) und Chemotyp A (IBT
40288) sowie S. chlorohalonata (IBT 40285)) ein unterschiedliches Erscheinungsbild auf
(Abbildung 19 - 22).

Die gréRten Ahnlichkeiten im Wachstumsverhalten (Sporenbildung und GréRe der Kolonien)
zeigten die Referenzstamme fiir S. chlorohalonata (IBT 40285), S. chartarum Chemotyp A
und S (IBT 40288, IBT 40293 und ATCC 34916) und Memnoniella echinata (MYA-584)
(Abbildung 19 und 20).

Wie in den Abbildungen 19 - 22 dargestellt, zeigten sich schwarze, weiRe, griinliche und
rotliche sowie mehrfarbige Kolonien unterschiedlicher Grof3e, die zum Teil scharf abgegrenzt
waren oder zum Kolonierand hin auslaufendes Myzel aufwiesen. Die biologischen Replikate
(A und B, je n=2) der Pilzkulturen zeigten jeweils ein homogenes Erscheinungsbild.

Es liegen flr einige Referenzstamme keine Daten zum Auftreten von Farbverdanderungen in
MEA-Kulturmedium vor, sodass anhand dieses Merkmals fiir S. parvispora (ATCC 18877),
Melanopsamma pomiformis (ATCC 18873), Nectriella funicola (ATCC 96538), S. complementi
(ATCC 20511), S. dichroa (ATCC 18913), S. kampalensis (ATCC 22705), S. longispora (ATCC
32451), S. oenanthes (ATCC 22844) und S. theobromae (ATCC 18905) keine Identifizierung
erfolgen konnte. Der Agar verfarbte sich je nach Spezies rétlich, braun oder gelblich und die
Ausdehnung der Kolonien reichte von der Bedeckung von zwei Dritteln bis hin zu einem

vollstandigen Bewuchs des Nahrmediums.

Die Bildung von Guttationstropfen wurde bei S. oenanthes (ATCC 22844), Melanopsamma
pomiformis (ATCC 18873), S. chartarum (ATCC 34916), S. parvispora (ATCC 18877),
S. chartarum Chemotyp S (IBT 40293) und Chemotyp A (IBT 40288) sowie S. chlorohalonata
(IBT 40285) beobachtet. Bisher ist diese Eigenschaft nur fiir S. chartarum Chemotyp S und A

sowie S. chlorohalonata beschrieben (Gareis und Gottschalk, 2014).
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Eine Identifikation der Referenzstimme anhand kulturmorphologischer Merkmale war nicht

moglich, da nur wenig Vergleichsliteratur zur Verfligung steht. Die flr S. chartarum,

S. chlorohalonata und Memnoniella echinata vorliegenden Quellen (Samson, 2010) geben

von den hier erhaltenen Ergebnissen abweichende Merkmale an (vgl. 2.3.1).

Melanopsamma pomiformis* Nectriella funicola*
(ATCC 18873) (ATCC 96538)

Memnoniella echinata**
(MYA-584)

Abbildung 19: Stachybotrys-Referenzstimme, *teleomorphe Formen, **Synonym
S. echinata

ZuU
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S. chartarum Chemotyp A S. chartarum*
(IBT 40288) (ATCC 34916)

S. chartarum Chemotyp S S. chlorohalonata
(IBT 40293) (IBT 40285)

Abbildung 20: Stachybotrys-Referenzstimme (n=4), *gemaR Sequenzierung (vgl. 4.2.3) und
LC-MS/MS (vgl. 4.4.1) S. chartarum Chemotyp S
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S. complementi* S. cylindrospora
(ATCC 20511) (ATCC 16276)

S. dichroa S. kampalensis
(ATCC 18913) (ATCC 22705)

Abbildung 21: Stachybotrys-Referenzstamme, *gemdR Sequenzierungen (vgl. Kap. 4.2.2)
S. microspora
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S. longispora S. parvispora
(ATCC 32451) (ATCC 18877)

=

‘ \'\‘\‘\1 ,,;//:{‘ e

S. oenanthes S. theobromae
(ATCC 22844) (ATCC 18905)

Abbildung 22: Stachybotrys-Referenzstamme

Mikromorphologisch war erkennbar, dass die Referenzstimme schon innerhalb eines
einzigen mikroskopischen Prdparates Unterschiede in der Beschaffenheit ihrer Konidien und
Konidientrager aufwiesen. Es traten sowohl raue als auch glatte Konidien und Konidientrager

auf.
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Die Referenzstamme Nectriella funicola (ATCC 96538), S. complementi (ATCC 20511),
S. longispora (ATCC 32451) und S. theobromae (ATCC 18905) bildeten auf Malzextraktagar
keine Sporen, wahrend bei S. oenanthes (ATCC 22844) und Melanopsamma pomiformis
(ATCC 18873) nur vereinzelt Sporen auftraten. Deutlich mehr Sporulation zeigte S. dichroa
(ATCC 18913), S. cylindrospora (ATTC 16276) und S. parvispora (ATCC 18877) und
S. kampalensis (ATCC 22705). Am meisten Sporen bildeten die Referenzstimme S. chartarum
Chemotyp A (IBT 40288) und S (IBT 40293), S. chartarum (ATCC 34916), S. chlorohalonata
(IBT 40285) und Memnoniella echinata (MYA-584).

In Abbildung 23 - 25 sind mikroskopische Aufnahmen der Referenzstamme, die auf MEA
Sporen bildeten, im Vergleich zu den in der Literatur verfligbaren Zeichnungen dargestellt.
Die fur die Gattung Stachybotrys typischen keulenférmigen Phialiden wurden bei allen

abgebildeten Referenzstammen nachgewiesen.

Die bei S. oenanthes (ATCC 22844) im lichtmikroskopischen Prdparat zu erkennenden
vesikelartigen Strukturen direkt unterhalb der Phialiden wurden bislang nicht beschrieben
und sind auf der erstbeschreibenden Zeichnung von Ellis (1971) nicht eingezeichnet

(Abbildung 25).

Aufgrund der geringen Unterschiede zwischen den Referenzstammen und der deutlichen
Heterogenitat der jeweiligen mikroskopischen Prdaparate war mikromorphologisch keine

sichere Speziesidentifizierung moglich.
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10 pm

S. albipes (ATCC 18873)* S. albipes nach Jong und Davis (1976)

/4 W " Galn \ =
S. chartarum Chemotyp A (IBT 40288) S. chartarum nach Jong und Davis (1976)

Abbildung 23: Mikroskopische Abbildung (Klebestreifenpraparat, Anilinblaufarbung,
400-fache VergroRerung), *anamorphe Form von
Melanopsamma pomiformis (Zeichnungen aus Wang et al. (2015))
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50 pm

“ T . , '~ : 20 pm
S. chlorohalonata (IBT 40285) S. chlorohalonata nach Andersen et al. (2003)

Abbildung 24: Mikroskopische Abbildung (Klebestreifenpraparat, Anilinblaufarbung,
400-fache VergroRRerung) (Zeichnungen aus Wang et al. (2015))
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% AN e

S. dichroa (ATCC 18913) S. dichroa nach Jong und Davis (1976)

20 pm

N¢ \ Soam
S. kampalensis (ATCC 22705) S. kampalensis nach Hansford (1943)
Abbildung 25: Mikroskopische Abbildung (Klebestreifenpraparat, Anilinblaufarbung,
400-fache VergroRRerung) (Zeichnungen aus Wang et al. (2015))
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4.1.2 Stachybotrys-Isolate

Alle Stachybotrys-lsolate aus Umwelt-, Futtermittel- und Lebensmittelproben konnten auf
Malzextraktagar angeziichtet werden und zeigten eine zur mdoglichen Identifizierung
ausreichende Versporung. Fir die Angabe der jeweiligen Spezies wurden die unter 4.2.4
beschriebenen Ergebnisse der Sequenzierung bzw. diejenigen der LC-MS/MS (vgl. 4.4.2)
verwendet. Die Isolate wurden innerhalb der jeweiligen Spezies und Chemotypen anhand
ihres makroskopischen Erscheinungsbildes eingeteilt.

In Tabelle 27 sind die untersuchten phanotypischen Merkmale nach Stachybotrys spp. und

Chemotypen zusammengefasst.

Tabelle 27: Zusammenfassung der phdanotypischen Merkmale aller untersuchten
Stachybotrys Isolate (01-45/14)

Makroskopisches . . . .
Erscheinungsbild Mikroskopisches Erscheinungsbild
Stachybotrys
Phialid Konidi
spp.* Kolonie- | Pigment | Guttations- ‘afiaen onidien
farbe im Agar tropfen Form Form O'!oer—
flache
S. chartarum . . ellipsoid/
Chemotyp Al s/sw Ja/Nein Ja obovoid obovoid glatt/rau
S. chartarum . . . ellipsoid/
Chemotyp 5 s/sw/w | Ja/Nein Ja/Nein obovoid obovoid glatt/rau
liosor
S. chlorohalonata® | s/sw/w/r | Ja/Nein Ja/Nein obovoid € |p50|_d/ glatt/rau
obovoid
s:schwarz sw:schwarz-weil  w:weiR r:rosa ~n=4 °n=23 °n=18

*|dentifizierung anhand der Sequenzierungsergebnisse (vgl. Kap. 4.2.4)

In Tabelle 28 sind die makroskopischen Charakteristika der einzelnen Isolate anhand ihrer
Habitate zusammengefasst.

Es traten schwarze, schwarz-weille und weiBe Stachybotrys Isolate und ein rosafarbenes
Isolat mit variierender Sporenbildung auf. Die Isolate bewuchsen bis zu zwei Drittel der
Nahrmedien und bildeten scharf und unscharf begrenzte Kolonien. Teilweise bildeten
im

einzelne Isolate Guttationstropfchen auf den Kolonien und Farbverdanderungen

Nahrmedium.
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Tabelle 28: Zusammenfassung der phanotypischen Merkmale von Stachybotrys-Isolaten

(01-45/14)
Eiger:ne Koloniefarbe Verfirbung des Bildung von.
Isolatbezeichnung Agar Sporen Guttationstropfen
UumMo1/14 s Ja +++ Ja
UumMo02/14 s Ja +++ Nein
UMo03/14 s Ja +++ Nein
UuMo04/14 s Ja +++ Ja
UMO05/14 s Ja +++ Ja
UMO06/14 s Nein +++ Ja
UuMo07/14 s Nein +++ Ja
UMo08/14 SW Ja +++ Ja
UMO09/14 s Ja +++ Ja
umM10/14 s Ja +++ Ja
umii/14 w Ja ++ Ja
umi2/14 s Nein +++ Ja
umi13/14 s Ja +++ Ja
umi4/14 SW Ja +++ Ja
UumM15/14 s Ja +++ Ja
FM16/14 s Ja +++ Ja
FM17/14 w Ja ++ Ja
FM18/14 s Ja +++ Ja
FM19/14 SW Ja +++ Ja
FM20/14 SW Nein +++ Ja
FM21/14 s Ja +++ Ja
FM22/14 SW Nein ++ Ja
FM23/14 s Ja +++ Ja
FM24/14 SW Ja +++ Ja
FM25/14 s Ja +++ Nein
FM26/14 s Ja +++ Ja
FM27/14 s Ja +++ Ja
FM28/14 s Nein +++ Ja
FM29/14 w Ja +++ Ja
FM30/14 s Ja +++ Nein
LM31/14 SW Ja +++ Ja
LM32/14 SW Nein +++ Nein
LM33/14 r Nein + Nein
LM34/14 SW Ja +++ Nein
LM35/14 s Nein +++ Nein
LM36/14 w Ja +++ Ja
LM37/14 s Nein +++ Ja
LM38/14 w Ja ++ Nein
LM39/14 s Ja +++ Nein
LM40/14 w Nein ++ Ja
LM41/14 s Ja +++ Ja
LM42/14 s Ja +++ Ja
LM43/14 s Ja +++ Nein
LM44/14 s Ja +++ Ja
LM45/14 s Nein +++ Ja
s: schwarz sw: schwarz-weil} w: weild r:rosa +: wenige Sporen  ++: einige Sporen

+++: sehr viele Sporen UM: Umweltproben  FM: Futtermittelproben LM: Lebensmittelproben
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Es konnte letztendlich kein Zusammenhang zwischen dem Habitat eines Isolates und seinen
phanotypischen Charakteristika festgestellt werden. Zudem konnte weder die Gattung noch
die Spezies oder der Chemotyp anhand des makroskopischen Erscheinungsbildes identifiziert
werden. Lediglich eine Gattungsidentifikation mittels Mikroskopie konnte auf Grund der
typischen keulenférmigen Phialiden erfolgen. Sechs von 15 in dieser Studie beschriebenen
makroskopischen Erscheinungsbilder unterschieden sich von den von Biermaier (2013)

beobachteten makroskopischen Erscheinungsbildern.

Den unterschiedlichen Auspragungen des makroskopischen Erscheinungsbildes folgend sind
verschiedene Kombinationen von Koloniefarbe, Pigment- und Guttationstropfenbildung
moglich. Diesen Merkmalen folgend erfolgte die Einteilung in die folgenden Abbildungen

26 - 39.

Drei der vier S. chartarum Chemotyp A-Isolate zeigten auf Malzextraktagar ein schwarzes
Erscheinungsbild und bedeckten mehr als 2/3 der Nahrboden (Abbildung 26).

Ein lIsolat (FM22/14) bildete schwarz-weiBe Kolonien, rief als einziges S. chartarum
Chemotyp A-lsolat keine Farbverdanderungen im Nahrmedium hervor und bedeckte nur
knapp die Halfte des Nahrbodens. Von den vier S. chartarum Chemotyp A Isolaten wies nur
das Isolat UMO01/14 deutlich begrenzte Kolonierander auf. Alle vier lIsolate bildeten

Guttationstropfchen.
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umo1/14 um10/14

UMO09/14 FM22/14

Abbildung 26: S. chartarum Chemotyp A-lsolate auf Malzextraktagar nach 21 Tagen

Von 23 S. chartarum Chemotyp S-lsolaten bildeten 18 schwarze (Abbildung 27 - 31), vier

schwarz-weille (Abbildung 32) und eines weilRe Kolonien (Abbildung 33).

Von den schwarz wachsenden S. chartarum Chemotyp S-Isolaten bildeten acht sowohl
Farbveranderungen im Nahrmedium als auch Guttationstropfen (Abbildung 27 und 28).
Sechs Isolate (Abbildung 29 und 30) bildeten Guttationstropfen, aber riefen keine

Farbveranderung im Nahrmedium hervor.
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umo4/14

UMO05/14 umM15/14

Abbildung 27: Schwarz wachsende S. chartarum Chemotyp S-Isolate mit Guttationstropfen
und Farbveranderung im Nahrmedium auf Malzextraktagar nach 21 Tagen
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FM27/14 LM42/14

Abbildung 28: Schwarz wachsende S. chartarum Chemotyp S-Isolate mit Guttationstropfen
und Farbveranderung im Nahrmedium auf Malzextraktagar nach 21 Tagen
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umo6/14 FM30/14

////\w'—';:\ X

umo7/14 LM37/14

Abbildung 29: Schwarz wachsende S. chartarum Chemotyp S-Isolate mit Guttationstropfen
und ohne Farbveranderungen im Nahrmedium auf Malzextraktagar nach 21
Tagen
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umi12/14 LM43/14

Abbildung 30: Schwarz wachsende S. chartarum Chemotyp S-Isolate mit Guttationstropfen
und ohne Farbveranderungen im Nahrmedium auf Malzextraktagar nach 21
Tagen

Die restlichen vier Isolate bildeten keine Guttationstropfen und riefen Farbverdanderungen
im Nahrmedium hervor (Abbildung 31). Vier von den schwarz wachsenden Isolaten

(UMO04/14, UM13/14, FM23/14 und LM42/14) wuchsen nicht scharf begrenzt. Alle schwarz

wachsenden Isolate bedeckten mehr als zwei Drittel der Ndhrboden.
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umo2/14 FM25/14

umo3/14 LM39/14

Abbildung 31: Schwarz wachsende S. chartarum Chemotyp S-Isolate ohne Guttationstropfen
und mit Farbveranderung im Nahrmedium auf Malzextraktagar nach 21
Tagen

Alle vier der schwarz-weill wachsenden S. chartarum Chemotyp S-lsolate bildeten
Guttationstropfen (UM08/14, UM14/14, FM19/14 und FM20/14) (Abbildung 32). Zwei dieser
Isolate bildeten eine Farbverdnderung im Nahrmedium aus (UMO08/14 und UM14/14).

Alle schwarz-weiBen Isolate bedeckten mehr als zwei Drittel der Nahrmedien und zwei
(FM20/14 und UM14/14) wuchsen mit nicht scharf begrenzten Kolonien.

Das Isolat FM20/14 wies am Rand der Kolonien ein nahezu sporenfreies, in gleichen

Abstdanden zueinander strahlenférmig wachsendes, weilRes Myzel auf (Abbildung 32).
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um1i14/14 FM20/14

Abbildung 32: Schwarz-weil} wachsende S. chartarum Chemotyp S-Isolate auf
Malzextraktagar nach 21 Tagen

Das Isolat LM38/14 bildete als einziges S. chartarum Chemotyp S-Isolat weiRes Myzel mit
wenig Sporen. Das Myzel wuchs mit unregelmalig geformten Kolonien hauptsachlich ins

Innere des Nahrmediums auf Gber zwei Drittel der Nahrbodenflache (Abbildung 33).
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e —

LM38/14

Abbildung 33: Weil} wachsendes S. chartarum Chemotyp S-Isolat auf
Malzextraktagar nach 21 Tagen

Von den 18 untersuchten S. chlorohalonata-Isolaten wuchsen fiunf weill (Abbildung 34 und
35) und acht schwarz (Abbildung 36 und 37) und vier bildeten schwarz-weille Kolonien
(Abbildung 38) und eines rosa Kolonien (Abbildung 39). Von allen untersuchten
Stachybotrys-lIsolaten traten weille Kolonien am haufigsten bei den S. chlorohalonata-
Isolaten auf. Alle weill wachsenden Isolate bildeten Guttationstropfen und riefen

Farbveranderungen im Nahrmedium direkt um die Kolonien hervor.
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FM17/14

FM29/14 LM40/14

Abbildung 34: Weill wachsende S. chlorohalonata-lsolate auf Malzextraktagar nach 21 Tagen
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el -

um11/14

Abbildung 35: Weill wachsendes S. chlorohalonata-Isolat auf Malzextraktagar nach 21 Tagen

Alle schwarz wachsenden S. chlorohalonata-Isolate bildeten Guttationstropfchen und zwei
von diesen Isolaten (LM44/14 und LMA45/14) riefen keine Farbverdanderungen im
Nahrmedium hervor. Von den lIsolaten, die schwarz-weile Kolonien bildeten, rief ein Isolat
(LM32/14) keine Farbverdanderungen im Ndhrmedium hervor, zwei Isolate (FM24/14 und

LM45/14) bildeten Guttationstropfchen.
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LM45/14

FM21/14 LM35/14

Abbildung 36: Schwarz wachsende S. chlorohalonata-lsolate auf Malzextraktagar nach 21
Tagen
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gy

FM28/14 LM44/14

it e,

LM41/14 FM26/14

Abbildung 37: Schwarz wachsende S. chlorohalonata-lsolate auf Malzextraktagar nach 21
Tagen
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FM24/14

LM31/14 LM32/14

Abbildung 38: Schwarz-wei wachsende S. chlorohalonata-lsolate auf Malzextraktagar nach
21 Tagen

Isolat LM34/14, ebenfalls S. chlorohalonata, schien in der Mitte der Kulturplatte an den
Berlhrungspunkten der Kolonien mittels Myzel zu ,kommunizieren”. In diesem Bereich lag
eine veranderte Myzelstruktur im Vergleich zu den Ubrigen Bereichen der Dreipunktkultur
vor, wobei die Myzelfaden in die Richtung der jeweilig gegeniiberliegenden Kolonie wiesen

(Abbildung 38).
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Das S. chlorohalonata Isolat LM33/14 (Abbildung 39) bildete ein rosafarbenes Myzel aus. Das
Isolat bildete erst ab dem 18. Tag, im Vergleich mit anderen S. chlorohalonata Isolaten, sehr
wenige Sporen am Rand der Kolonien. Guttationstrépfchen wurden nicht makroskopisch
sichtbar gebildet und das Isolat rief keine Farbveranderung im Nahrmedium hervor. Alle
S. chlorohalonata |solate bildeten scharf begrenzte Kolonien, sechs Isolate flillten mehr als
zwei Drittel der Nahrboden aus (FM21/14, FM28/14, LM31/14, LM33/14, LM36/14 und
LM32/14).

LM33/14

Abbildung 39: Rosafarben wachsendes S. chlorohalonata-lsolat auf
Malzextraktagar nach 21 Tagen

In Analogie mit den Referenzstimmen (Kap.4.1.1) konnten keine makroskopisch pragnanten
Merkmale, die einen sicheren Riickschluss auf die Spezies zulieRen, festgestellt werden.
Obwohl Ahnlichkeiten in der Farbe der Kolonien zwischen den einzelnen Isolaten einer
Spezies zu erkennen waren, waren diese nicht markant genug, um anhand dessen und der
eventuellen Farbveranderung der Nahrboden eine Identifizierung vorzunehmen.

Die eventuelle Bildung von Guttationstropfchen konnte nicht zur Identifikation
herangezogen werden. Auffallig war, dass vor allem die S. chlorohalonata-lsolate nur selten
mehr als zwei Drittel der Nahrbdden ausfillten, aber in der Regel scharf begrenzte Kolonien
bildeten.

Ein Abgleich mit Referenzstammen lieferte ebenso keine belastbaren Ergebnisse aufgrund

der beschriebenen heterogenen Varianzen im makroskopischen Erscheinungsbild.
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Die lichtmikroskopische Differenzierung ergab, dass auch mittels dieser Methode keine
Speziesidentifizierung moglich ist. Der Vergleich mit den entsprechenden Referenzstammen
lies ebenfalls keine eindeutige Spezieszuordnung zu.

Die fir die Gattung Stachybotrys typischen, keulenférmigen Phialiden konnten als markantes
Merkmal identifiziert werden.

Es waren Unterschiede in der Form und Oberflaiche der Konidiophoren, Phialiden und
Konidien zu erkennen, diese waren selbst innerhalb eines Isolates so verschieden, dass keine
Speziesidentifikation moglich war. Die Form der Konidien variierte von langlich bis rund oder
ovoid. Die Oberflachen der Konidien waren sowohl glatt als auch rau. Bei allen S. chartarum
und S. chlorohalonata Isolaten konnte eine die Phialiden und Konidien einhiillende dunkle
Masse beschrieben werden, dabei handelt es sich um die sogenannten "slimy heads" (vgl.

Kap. 2.3.1) (Abbildung 40).

Abbildung 40: Lichtmikroskopische Aufnahme von S. chlorohalonata (Isolat LM35/14)
(Klebestreifenpraparat, Anilinblaufarbung, VergréRerung: 1000-fach),
Pfeil: Schleimkapsel
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4.2 Molekularbiologische Differenzierung

4.2.1 PCR

Jedes PCR-Amplifikat wurde auf ein Agarose-Elektrophoresegel aufgetragen und auf den
Amplifikationserfolg und die Léange hin tGberprift (vgl. Kap. 3.2.3.1).
Die Sequenzierungsprodukte des ITS-Genabschnittes (1/4) waren ca. 550 bp die des tri5-

Genabschnittes ca. 560 bp groR.

4.2.2 Sequenzierungsergebnisse des ITS-1/4 Genabschnittes der Referenzstimme

Die Sequenzierungsergebnisse der Referenzstimme wurden Uber die NCBI- und MycoBank-
Datenbank ausgewertet. Die im Dendrogramm (Abbildung 41) angegebenen Chemotypen
basieren auf den Ergebnissen der tri5-Sequenzierungsergebnisse.

Der Referenzstamm S. complementi (ATCC 20511) wurde in den Datenbanken des NCBI und
der MycoBank als S. microspora (GenBank: KC305353.1, HGUP 0120) identifiziert. Die
restlichen Referenzstamme entsprachen den von ATCC und IBT angegebenen Spezies bzw.
den asexuellen Formen und konnten sowohl auf Gattungsebene, als auch auf Speziesebene

in ihrer Identitat bestatigt werden.

Eine Identifizierung der beiden Chemotypen von S. chartarum (A und S) war mittels der
Sequenzierung der ITS-Region nicht moglich. Die Referenzstamme unterschieden sich in
ihren ITS-Sequenzen deutlich. In Abbildung 41 ist ein Dendrogramm basierend auf den ITS-
Sequenzen aller untersuchten Referenzstimme dargestellt. Die Verwandtschaftsgrade
reichten von ca. 89 bis 100 %, wobei Melanopsamma pomiformis (ATCC 18873) mit 91 % am

weitesten abwich.
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s % Ahnlichkeit
S. dichroa 18913*
1 99 S. oenanthes 22844*
Memnoniella echinata MYA-584*
S. chartarum, Chemotyp S 34916*
100 S. chartarum, Chemotyp A 40288**
o S. chartarum, Chemotyp S 40293**
] 98 100 S. chlorohalonata 40285**
S. complementi 20511*
; S. kampalensis 22705*
S. cylindrospora 16276*
Nectriella funicola 96538*
85 S. parvispora 18877*
59 S. longispora 32451*
% S. theobromae 18905*
Melanopsamma pomiformis 18873*

Abbildung 41: Dendrogramm der ITS-Region (1/4) der Referenzstimme (n=15), Zahlen im
Dendrogramm entsprechen den Korrelationskoeffizienten, *ATCC, **IBT

Im Dendrogramm der ITS-Region bildeten die Referenzstamme fur S. chartarum und
S. chlorohalonata eine eng verwandte, aber eindeutig differenzierbare Gruppe (Abbildung

41).

Die ITS-1-Sequenzen von S. chartarum Chemotyp S (IBT 40293) und S. chartarum (ATCC
34916), der anhand der tri5-Ergebnisse ebenfalls als Chemotyp S identifiziert wurde (siehe
Kap. 4.2.3), unterschieden sich in einer Deletionsmutation (Ahnlichkeit 100 %, Einstellung:

Gap penalty 0 %). Die ITS-4-Sequenzen der beiden Referenzstimme waren deckungsgleich.

4.2.3 Sequenzierungsergebnisse der tri5 - Region der Referenzstamme

Fir die Referenzstaimme S. chlorohalonata (IBT 40285), S. chartarum Chemotyp A (IBT
40288) und S. chartarum Chemotyp S (IBT 40293 und ATCC 34916) wurden Amplifikate des
tri5-Genabschnittes sequenziert, die eindeutig den erwarteten Spezies und Chemotypen
zugeordnet werden konnten.

Bei dem von Andersen et al. (2003) beschriebenen Basenaustausch in der tri5-Sequenz, in
der sich S. chartarum Chemotyp A und S unterscheiden (vgl. Kap. 2.3.2), handelt es sich um
eine stille Mutation. Fiir die restlichen Referenzstimme (vgl. Kap. 3.1.2) konnten mittels

dieses Primerpaars keine Amplifikate generiert werden.
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Wie in Abbildung 42 dargestellt, bildete sich ein Cluster eng verwandter S. chartarum-
Stamme (IBT 40288, 40293 und ATCC 34916), wohingegen sich der S. chlorohalonata-Stamm

IBT 40285 um 5,6 % von den S. chartarum-Stammen unterschied.

Der Referenzstamm S. chartarum (ATCC 34916), fir den bisher keine Chemotypen-
Zuordnung beschrieben war, unterschied sich in dem die Chemotypen definierenden
Basenaustausch von S. chartarum Chemotyp A (IBT 40288) (Cruse et al., 2002) und deckten
sich mit den entsprechenden Basen von Referenzstamm S. chartarum Chemotyp S (IBT
40293).

Somit handelte es sich bei diesem Isolat um S. chartarum Chemotyp S, was sich auch mit

dem Ergebnis der LC-MS/MS Untersuchung deckte (Bildung makrozyklischer Trichothecene,

vgl. Kap. 4.4.1).
tri5 .
% Ahnlichkeit
l: S. chartarum, Chemotyp A IBT 40288
T_wo S. chartarum, Chemotyp S IBT 40293
> S. chartarum, Chemotyp S ATCC 34916
100
S. chlorohalonata IBT 40285

Abbildung 42: Dendrogramm der Amplifikate der tri5-Region von vier Referenzstammen,
Zahlen im Dendrogramm entsprechen den Korrelationskoeffizienten
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4.2.4 Sequenzierungsergebnisse der ITS- und tri5-Regionen der Stachybotrys-

Isolate

In Abbildung 43 ist ein Dendrogramm basierend auf den ITS-1-Sequenzierungsergebnissen
aller untersuchten lIsolate aus Umwelt, Futtermitteln und Lebensmitteln (n=45) dargestellt.
Es konnten zwei Gruppen unterschieden werden, wobei eine Gruppe die S. chlorohalonata-

und die zweite Gruppe die S. chartarum-Isolate reprasentiert.

Siebenundzwanzig Isolate wurden als S. chartarum und 18 lIsolate als S. chlorohalonata
identifiziert. Eine weitere Unterscheidung von S. chartarum auf Basis der Chemotypen war
anhand der ITS-Sequenzen nicht moglich.

Anhand der tri5-Sequenzierungsergebnisse wurden vier S. chartarum Chemotyp A-, 23

S. chartarum Chemotyp S- und 18 S. chlorohalonata-Isolate identifiziert.
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ITS, % Ahnlichkeit

Q o
D S
o) =

LM31 S. chlorohalonata
LM36 S. chlorohalonata
LM32 S. chlorohalonata
UM11 S. chlorohalonata
FM16 S. chlorohalonata
FM21 S. chlorohalonata
FM24 S. chlorohalonata
~ | FM26S. chlorohalonata
1~ | FM28S. chlorohalonata
FM29 S. chlorohalonata
LM34 S. chlorohalonata
LM35 S. chlorohalonata
UM17 S. chlorohalonata
LMA40 S. chlorohalonata
LMA41 S. chlorohalonata
LMA45 S. chlorohalonata

LM33 S. chlorohalonata

LMA44 S. chlorohalonata
UMOS5 S. chartarum Chemotyp S
FM27 S. chartarum Chemotyp S
UM12 S. chartarum Chemotyp S
UMO1 S. chartarum Chemotyp A
76 UMO2 S. chartarum Chemotyp S
UMO03 S. chartarum Chemotyp S
UMO7 S. chartarum Chemotyp S
UMO89 S. chartarum Chemotyp A
UM10 S. chartarum Chemotyp A
UM13 S. chartarum Chemotyp S
UM14 S. chartarum Chemotyp S
UM15 S. chartarum Chemotyp S
FM19 S. chartarum Chemotyp S
28 FM20 S. chartarum Chemotyp S
FM22 S. chartarum Chemotyp A
FM23 S. chartarum Chemotyp S
LM37 S. chartarum Chemotyp S
LM38 S. chartarum Chemotyp S
LM39 S. chartarum Chemotyp S
LMA42 S. chartarum Chemotyp S
UMO04 S. chartarum Chemotyp S
FM18 S. chartarum Chemotyp S
UMO06 S. chartarum Chemotyp S
FM25 S. chartarum Chemotyp S
LMA43 S. chartarum Chemotyp S
— UMO8 S. chartarum Chemotyp S
FM30 S. chartarum Chemotyp S

47

Abbildung 43: Dendrogramm (pairwise alignment) ITS-1-Region der Stachybotrys (S.)-Isolate
aus Umwelt- (UM), Futtermittel-(FM) und Lebensmittelproben (LM) (n=45).
Die Einteilung in Chemotypen A und S erfolgte anhand der tri5-Sequenzen.
Zahlen im Dendrogramm entsprechen den Korrelationskoeffizienten.
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Die vier S. chartarum Chemotyp A-Isolate stimmten mit der Chemotyp A-Referenzsequenz
von IBT 40288 zu 99,9 - 100 % im Durchschnitt aller Sequenzierungsergebnisse Uberein.

Das Isolat FM22/14 war das einzige der vier S. chartarum Chemotyp A Isolate, welches im
tri5-Abschnitt einen Basenaustausch im Vergleich zur Referenzsequenz aufwies, wobei es
sich bei dieser Mutation um eine stille Mutation handelte, da sie zu keiner Anderung in der

Aminosaurensequenz fuhrt.

Die Gruppe der 23 S. chartarum Chemotyp S-Isolate unterschied sich geringfligig von dem
entsprechenden Referenzstamm IBT 40293. Die tri5-Sequenzen stimmten zu 99,1 - 100 %

Uberein (Tabelle 29).

Tabelle 29: Sequenzibereinstimmung (ITS-1/4 und tri5-Genabschnitte) der S. chartarum
Chemotyp S-Isolate mit Referenzstamm S. chartarum Chemotyp S (IBT 40293)

Stachybotrys - Isolat ITS-1/4 tris5
uMo02/14 100 % 99,5 %
umMo03/14 100 % 99,4 %
uMo4/14 99,5 % 99,3 %
UMO05/14 100 % 99,7 %
UMO06/14 99,5 % 99,4 %
uMo07/14 100 % 99,5 %
uMo08/14 99,5 % 99,5 %
uM12/14 99,5 % 99,2 %
UM13/14 100 % 99,7 %
UuM14/14 100 % 99,4 %
UM15/14 100 % 99,9 %
FM18/14 99,5 % 99,5 %
FM19/14 99,5 % 99,2 %
FM20/14 100 % 99,7 %
FM23/14 100 % 99,8 %
FM25/14 99,5 % 99,9 %
FM27/14 100 % 99,9 %
FM30/14 99,5 % 99,2 %
LM37/14 99,5 % 99,1 %
LM38/14 100 % 99,7 %
LM39/14 100 % 99,6 %
LM42/14 100 % 99,6 %
LM43/14 100 % 99,4 %

ITS: internal transcribed spacer  tri: Trichodiensynthase UM: Umweltproben  FM: Futtermittelproben

LM: Lebensmittelproben
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Die 18 bereits anhand der ITS-Sequenzen identifizierten S. chlorohalonata-lsolate konnten
mittels der tri5-Sequenzen bestatigt werden. Im Vergleich zu der Referenzsequenz von IBT

40285 gab es eine Ubereinstimmung von 99,4 - 100 % (Tabelle 30).

Tabelle 30: Sequenzibereinstimmung (ITS-1/4 wund tri5 - Genabschnitte) der
S. chlorohalonata-Isolate mit Referenzstamm S. chlorohalonata (I1BT 40285)
Stachybotrys-lsolat ITS-1/4 tri5
umM11/14 100 % 99,7 %
FM16/14 100 % 99,5 %
FM17/14 99,0 % 99,9 %
FM21/14 100 % 99,9 %
FM24/14 100 % 99,5 %
FM26/14 99,5 % 99,6 %
FM28/14 99,5 % 99,5 %
FM29/14 100 % 99,6 %
LM31/14 99,0 % 99,4 %
LM32/14 99,5 % 99,6 %
LM33/14 99,0 % 99,6 %
LM34/14 100 % 99,6 %
LM35/14 99,0 % 99,7 %
LM36/14 100 % 99,8 %
LM40/14 99,5 % 99,5 %
LM41/14 100 % 99,5 %
LM44/14 100 % 99,5 %
LM45/14 99,5 % 99,5 %
ITS: internal transcribed spacer  tri: Trichodiensynthase UM: Umweltproben  FM: Futtermittelproben

LM: Lebensmittelproben
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4.3 Differenzierung mittels MALDI-TOF MS

Von jedem lIsolat wurden drei biologische Replikate (A-C) jeweils im Dreifachansatz
untersucht. Die Beurteilung der Spektrenqualitat erfolgte anhand der von Bruker Daltoniks
empfohlenen Qualitatsmerkmale (vgl. Kap. 3.2.4.3). Somit sind nur Messungen als
erfolgreich gewertet worden, deren Spektren den Qualitatsanforderungen fiir die Erstellung
eines MSPs entsprachen.

Zur Gewinnung eines ribosomalen Proteinextraktes, der die Generierung hochwertiger
Spektren ermdoglicht, wurden verschiedene Proteinextraktionsprotokolle getestet und

miteinander verglichen.

Weder mittels direktem Transfer von Randmyzel (,Extended Direct Transfer”) noch mit
»Formic Acid Extraction von Randmyzel konnten geeignete Spektren generiert werden. Es
traten im Durchschnitt nur ca. 20 verwertbare Massenpeaks mit einem S/N > 3 auf. Die
Spektren waren in den meisten Fallen zu massenarm, um von der von Bruker Daltoniks
erstellten automatischen Messmethode (MBT_AutoX) als geeignete Spektren akzeptiert zu
werden. Die Messung der mit den oben genannten Extraktionsmethoden extrahierten
Proben ergaben somit Null-Linien (,Flatlines”).

Bei einer Erhohung der Laserleistung (um bis zu 20 %) konnten zwar massenreichere
Spektren erzeugt werden, die jedoch aufgrund eines zu niedrigen S/N nicht aussagekraftig
genug waren, um eine Identifikation zu ermoglichen. Zusatzlich kam es zu einer deutlichen

Fragmentierung der Molekile (ISD, in source decay) ab Gber 20 % mehr Laserleistung.

Nachdem die von Bruker Daltoniks vorgesehenen Extraktionsprotokolle gestestet und fiir
nicht ausreichend befunden wurden, wurde das Extraktionsprotokoll fiir filamentose Pilze
(Abbildung 53 im Anhang) eingesetzt. Jedoch reichte auch das nicht aus, um Spektren mit
der fir die Erstellung von MSPs ausreichenden Qualitat zur Unterscheidung von Stachybotrys
spp. zu generieren. Die Spektren waren innerhalb der biologischen Replikate (A-C) beziiglich
der Massen mit der hochsten Intensitat zwar reproduzierbar, jedoch nicht hinsichtlich den
Intensitdten der Massen und dem Auftreten kleinerer Massen (Abbildung 44). Daher wurde
das Protokoll fur filamentése Schimmelpilze von Bruker Daltoniks fiir die Gattung

Stachybotrys optimiert.
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Abbildung 43: Spektren von S. chartarum Chemotyp S (IBT 40293) (A-C biologische
Replikate), die mittels Extraktionsprotokoll von Bruker Daltoniks fir
filamentose Pilze erstellt wurden

Um einen mechanischen Einfluss auf die Zellverbande auszuiliben, wurden zusatzlich
angeraute Glasperlen verwendet und das Extraktionsprotokoll fiir filamentdse Pilze von
Bruker Daltoniks wurde dahingehend optimiert. Dadurch konnten mehr Peaks (ca. 40 - 60
Peaks) detektiert werden mit einem gleichbleibenden S/N Verhéltnis (Abbildung 45).

Die unter Kapitel 3.2.4.3 fir die MALDI-TOF MS Analytik von Mikroorganismen beschriebene
automatische Messmethode (MBT_AutoX) zeigte sich in Verbindung mit der oben
genannten Extraktionsmethode als nicht zuverldssig, da aufgrund einer inhomogenen
Kristallisation bzw. einer zu geringen Konzentration der Proteine im Extrakt nicht genligend
hochwertige Spektren generiert wurden. Dies flhrte dazu, dass stattdessen manuell
nachgemessen werden musste, indem sogenannte ,Sweet Spots” manuell auf dem
Targetspot ausgewdhlt und gemessen wurden. Dabei handelt es sich um optimal
kristallisierte und proteinreiche Stellen auf dem Targetspot. Diese ,Sweet Spots” waren oft

am Rand der Targetspots zu finden.
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Abbildung 45: Spektren von S. chartarum Chemotyp S (IBT 40293) (A-C biologische
Replikate), die mittels Extraktionsprotokoll von Bruker Daltoniks fiir
filamentose Pilze nach Zugabe von angerauten Glasperlen erstellt wurden

Wie in Abbildung 46 zu sehen ist, wies der Proteinextrakt des Referenzstammes S. chartarum
Chemotyp S (IBT 40293) relativ viele niedermolekulare Massen im Massenbereich von m/z
2000 - 4000 Da auf. Um das Rauschen in diesen Bereich zu reduzieren und somit ein
besseres S/N - Verhdltnis zu erlangen, wurde ein zusatzlicher Waschschritt mit dem
Losungsvermittler DMSO (10 %) erganzt. Dieser zusatzliche Schritt sollte als eine Art
Wegbereiter flr die Ameisensdure dienen und zusatzlich niedermolekulare Massen wie z.B.
Bestandteile von Schleimkapseln reduzieren.

Dies fuhrte zu einem besseren Aufschluss der Zellwdnde durch Ameisensaure (70 %), was zu
deutlich besseren Spektren fiihrte (Abbildung 46). Es konnten dadurch insgesamt mehr
spezifische Massensignale im Bereich von m/z 2000 - 20000 Da detektiert werden, die zuvor
aufgrund des schlechten S/N nicht identifiziert wurden. Ein weiterer Nebeneffekt davon war

eine Zunahme an Intensitat aller Massen.
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Abbildung 46: Spektren von S. chartarum Chemotyp S (IBT 40293), die mittels
Extraktionsprotokoll von Bruker Daltoniks fiir filamentdse Pilze mit und ohne
DMSO (Dimethylsulfoxid) (10 %) - Waschschritt

Durch die Kombination beider zusatzlicher Schritte mit dem Protokoll fur filamentdse Pilze
von Bruker Daltoniks war es schlielich moglich, spezifische und reproduzierbare Spektren
flir Stachybotrys spp. zu generieren.

Wie in Abbildung 47 zu erkennen ist, konnten Spektren mit einem deutlich verbesserten
Massenreichtum erstellt werden. Die Reproduzierbarkeit wurde mittels automatischer
Messungen (je n=3) der Referenzstamme IBT 40293, IBT 40288 und IBT 40285 Uberprift.
Hierflir wurden je drei biologische Replikate angeziichtet und jedes Replikat im 12-fach
Ansatz gemessen.

Die Spezifitat der generierten Spektren konnte bestatigt werden, da ein Spektrenabgleich
mit in der ,Taxonomy-Datenbank” von Bruker Daltoniks existierenden Eintragen fur Pilze
(n=651) keinen Score Value > 1,7 ergab und Stachybotrys bislang nicht in der Datenbank

erfasst ist.
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Fir alle Referenzstimme wurden jeweils 36 Spektren aufgezeichnet (bestehend aus jeweils
240 Einzelmessungen) und als gut reproduzierbar beurteilt. Lediglich einzelne Spektren
stimmten nicht komplett mit den anderen lberein, so dass diese nicht fir die Erstellung von

Referenzspektren herangezogen wurden (vgl. folgendes Kapitel).
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Abbildung 47: Spektren von S. chartarum Chemotyp S (IBT 40293) (A-C biologische
Replikate), die mittels des optimierten Extraktionsprotokoll fiir Stachybotrys
spp. erstellt wurden
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4.3.1 Erstellung von Referenzspektren mittels MALDI-Biotyper

Fir die folgenden Referenzstimme (n=8) konnten Referenzspektren (MSP) erstellt werden:
S. chartarum (ATCC 34916), S. chartarum Chemotyp S (IBT 40293), S. chartarum Chemotyp A
(IBT 40288), S. chlorohalonata (IBT 40285), S. cylindrospora (ATCC 18877), S. parvispora
(ATCC 16276), Memnoniella echinata (MYA-584) und S. kampalensis (ATCC 22705).

Fir die anderen sieben Referenzstamme konnte keine ausreichende Sporulation erreicht

werden, um die Flussigndhrmedien zu beimpfen.

Die einzelnen Referenzstamme unterschieden sich sehr deutlich (Score Value < 1,7)
voneinander. Lediglich die S. chartarum- und S. chlorohalonata-Referenzspektren ergaben
jeweils flir die andere Spezies mindestens Score Values von 1,7 und waren sich
vergleichsweise dhnlich.

In Abbildung 48 ist ein mittels der Software ,Biotyper OC“ erstelltes Dendrogramm
dargestellt. In dem Dendrogramm werden die Ahnlichkeiten der acht erstellten MSPs
miteinander abgeglichen, zusatzlich ist als Vergleich ein Escherichia albertii aus der
»Taxonomy Datenbank” von Bruker Daltoniks hinzugefiigt worden. Die Aufzweigungen im
Dendrogramm decken sich mit den oben genannten Score Value Bereichen.

S. chlorohalonata und S. chartarum (Chemotypen A und S) bilden einen gemeinsamen
Cluster. S. parvispora und S. kampalensis bilden einen weiteren Cluster genauso wie

S. cylindrospora und Memnoniella echinata.

Alle in die Datenbank (ibernommenen Referenzstamme waren auf Speziesebene mittels des
MALDI-Biotypers eindeutig voneinander zu unterscheiden und enthielten die geforderten
maximal moglichen 70 Massen; eine Unterscheidung der Chemotypen von S. chartarum war
jedoch nicht moglich. In den Abbildungen 49 und 50 sind die erstellten Referenzspektren

dargestellt.
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einem Escherichia albertii aus der Bruker Daltoniks "Taxonomy Datenbank"
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Abbildung 49: Referenzspektren erstellt mittels des optimierten Extraktionsprotokolls

(MALDI Biotyper MSPs) (siehe Kapitel 3.2.4.2)
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Abbildung 50: Referenzspektren erstellt mittels des optimierten Extraktionsprotokolls

(MALDI Biotyper MSPs) (siehe Kapitel 3.2.4.2)
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4.3.2 I|dentifizierung der Stachybotrys-Isolate mittels MALDI-Biotyper

Die Identifizierung der Stachybotrys-lsolate aus Umweltproben, Futtermittel- und
Lebensmittelproben (je n=15) erfolgte anhand der zuvor erstellten Referenzspektren (Kap.

4.3.1) und der Datenbank des MALDI Biotypers (Bruker Daltoniks, Bremen).

Es wurden insgesamt 27 lIsolate als S. chartarum mit Score Values von durchschnittlich
2,509 - 2,739 (Mittelwert aus je drei biologischen und drei technologischen Replikaten)
identifiziert. Die durchschnittliche Score Value-Differenz zur nachstidentifizierten Spezies
(S. chlorohalonata) betrug 0,313 - 0,642.

Insgesamt 18 Isolate wurden mit durchschnittlichen Score Values von 2,148 bis 2,622 als
S. chlorohalonata identifiziert, wobei die durchschnittliche Score Value-Differenz zur

nachsten Spezies (S. chartarum) 0,184 - 0,476 betrug (Tabellen 31, 32 und 33).

Die Score Values der Wiederholungsmessung wiesen nur eine geringe Streuung auf
(RSD 0,2 - 9,0 %), was auf eine gute Reproduzierbarkeit der Praparations- und Messmethode

hindeutet.
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4.4 Nachweis makrozyklischer Trichothecene mittels LC-MS/MS

Mittels der in Kapitel 3.2.5.3 beschriebenen LC-MS/MS Methode konnten die von
S. chartarum Chemotyp S gebildeten makrozyklischen Trichothecene detektiert und

eindeutig identifiziert werden.

In Abbildung 51 findet sich ein Chromatogramm einer Messung eines Toxinextraktes des
Vergleichsstandards S8 (S. chartarum Chemotyp S).

Aufgrund des Mangels an kommerziell verfligbaren Standardsubstanzen wurden die
Stachybotrystoxine Satratoxin F, G und H, Roridin E und L-2, sowie Verrucarin J bzw.

Isoformen semiquantitativ als Aquivalent von Verrucarin A bestimmt.
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Abbildung 51: LC-MS/MS - Chromatogramm makrozyklischer Trichothecene mit dem
Referenzstandard S8 (vgl. 3.2.5, Stammsammlung des Lehrstuhls fur
Lebensmittelsicherheit)
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4.4.1 Referenzstaimme

Von den 15 mit LC-MS/MS analysierten Referenzstadmmen erwiesen sich drei als Bildner von
makrozyklischen Trichothecenen (Tabelle 34). Die Referenzstamme wurden mit LC-MS/MS
wie unter Kapitel 3.2.5 beschrieben auf ihr Bildungsvermégen von makrozyklischen
Trichothecenen untersucht.

Zwei Referenzstamme, S. chartarum Chemotyp S (IBT 40293) und S. chartarum Chemotyp S
(ATCC 34916), bildeten folgende makrozyklische Trichothecene: Roridin E, Roridin L-2,

Satratoxin G, H und F und Verrucarin J.

Bei dem Referenzstamm S. dichroa (ATCC 18913) konnten Roridin E (Andersen et al., 2002)

und Verrucarin J in geringen Mengen (5,0 und 4,0 ng/g Agar) nachgewiesen werden.

In Tabelle 34 sind die semiquantitativen Messergebnisse fiir die Referenzstamme dargestellt.
Die Bildung der genannten makrozyklischen Trichothecene durch den ATCC - Stamm 34916
bestatigte die molekularbiologische Zuordnung zu S. chartarum Chemotyp S.

Die Summe der gebildeten makrozyklischen Trichothecene war bei diesem Referenzstamm
deutlich hoéher im Vergleich zu allen anderen untersuchten Referenzstimmen, die
prozentualen Anteile der einzelnen Toxine am Gesamttoxingehalt waren jedoch dhnlich

denen des zweiten Referenzstamms (IBT 40293, S. chartarum Chemotyp S).
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Semiquantitative Ergebnisse der LC-MS/MS Untersuchung (Verrucarin A -

Tabelle 34

Aquivalent in ng/g Agar) und prozentuale Anteile der einzelnen Analyten am

Gesamttoxingehalt der von den Referenzstammen gebildeten makrozyklischen
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4.4.2 Stachybotrys-lsolate

Von den untersuchten lIsolaten (n=45) bildeten 19 der S. chartarum Chemotyp S-lsolate
makrozyklische Trichothecene. Bei vier S. chartarum Chemotyp S-Isolaten (UMO04/14,
UMO06/14, UM12/14 und FM19/14) konnten keine nachweisbaren Mengen an
makrozyklischen Trichothecenen detektiert werden (Nachweisgrenze bezogen auf
Verrucarin-A Aquivalente: 0,1 ng/g Agar). Dies kann bei Isolaten UMO04/14, UM06/14,
UM12/14 und FM19/14 in den nur geringen Produktionsmengen an makrozyklischen
Trichothecenen begriindet sein und deckt sich mit Ergebnissen aus vorangegangen

Untersuchungen (Kap. 3.1.1, vgl. Tabelle 13 - 15).

In Tabelle 35 sind die semiquantitativen Ergebnisse der LC-MS/MS Messungen fiir die
S. chartarum Chemotyp S-lIsolate als Aquivalente des Referenzstandards Verrucarin A
dargestellt.

Der Gesamtgehalt an Verrucarin A-Aquivalenten reichte von 395 bis 8305 ng/g Agar. Die
grofRten Mengen wurden von UMO07/14 und LM37/14 gebildet (8305 ng/g Agar bzw. 8120

ng/g Agar).

Bei allen S. chartarum Chemotyp S-Isolaten hatte Roridin E im Bezug auf die
Gesamttoxinmenge den gréRten relativen Anteil (62 % +/- 12 %), gefolgt von Satratoxin H
und Satratoxin G sowie den anderen Toxinen in deutlich starker schwankenden Anteilen
(Tabelle 35). Das Isolat FM18/14 bildete im Vergleich zu den anderen Isolaten viel Satratoxin
H (29 %). Das Isolat LM43/14 war ebenfalls auffillig, da es mit 22 % deutlich mehr Satratoxin
F bildete als alle anderen Isolate und als einziges Isolat kein Satratoxin H in nachweisbaren

Mengen produzierte. Dies deckte sich mit vorherigen Untersuchungen (Biermaier, 2013)

Es konnte kein Zusammenhang zwischen der Toxizitdt der Isolate und den urspriinglichen

Habitaten aufgezeigt werden.
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Semiquantitative Ergebnisse der LC-MS/MS Untersuchungen (Verrucarin A —
Aquivalent in ng/g Agar) und prozentuale Anteile der einzelnen Analyten am

Gesamttoxingehalt der von S. chartarum Chemotyp S gebildeten

Tabelle 35
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4.5 Zusammenfassung der Ergebnisse

Es wurden 15 Stachybotrys-Referenzstamme und 45 Stachybotrys-Isolate (je n=15 aus
Umwelt-, Futtermittel- und Lebensmittelproben) aus der Stammsammlung des Lehrstuhls fir
Lebensmittelsicherheit mittels Phanotypisierung, Genotypisierung und Massenspektrometrie
charakterisiert. In Tabelle 36 - 39 sind die Untersuchungsergebnisse der 45 Stachybotrys-
Isolate und der Referenzstimme dargestellt. Es konnte kein Zusammenhang zwischen der
Herkunft der Isolate und ihren beschriebenen Eigenschaften festgestellt werden. Mittels
Phanotypisierung konnte keine Identifizierung auf Ebene der Spezies oder der Chemotypen
erfolgen, lediglich auf Gattungsebene konnte anhand der Mikromorphologie bestatigt
werden, dass es sich um Stachybotrys handelt. Nectriella funicola (ATCC 96538) wurde als
dessen anamorphe Form S. oleronensis identifiziert.

Bei S. complementi (ATCC 20511) handelte es sich den Sequenzierungsergebnissen zufolge
um S. microspora. Zudem wurde der S. chartarum-Referenzstamm ATCC 34916 mittels
Sequenzierung und Uber den Nachweis von makrozyklischen Trichothecenen mittels LC-
MS/MS als Chemotyp S identifiziert. Alle anderen zwolf Referenzstamme wurden als die von
der ATCC und IBT angegebenen Spezies identifiziert.

Mittels Sequenzierung der ITS-1/4 und tri5-Genabschnitte konnten alle 45 Isolate
identifiziert werden. Dabei handelte es sich um 23 S. chartarum Chemotyp S, vier
S. chartarum Chemotyp A und 18 S. chlorohalonata lIsolate (Tabelle 37 - 39). Dies konnte
uber die MALDI-TOF Massenspektrometrie unter Anwendung der optimierten
Proteinextraktionsmethode und Erstellung spezifischer Referenzspektren bestatigt werden.
Die Ergebnisse deckten sich zu 100 % mit denen der Genotypisierung und Identifizierung aus
vorherigen Studien, lediglich die Identifikation der Chemotypen war nicht moglich.

Parallel dazu lieferten die Ergebnisse der Untersuchungen mittels LC-MS/MS mit den
Sequenzierungs- und MALDI-TOF MS-Ergebnissen zumeist Gbereinstimmende Resultate: Fir
19 S. chartarum Chemotyp S Isolate konnten mittels LC-MS/MS makrozyklische
Trichothecene nachgewiesen werden. Allerdings wurde bei einem Isolat (LM43/14) kein
Satratoxin H nachgewiesen und vier S. chartarum Chemotyp S Isolate (UM04/14, UMO06/14,
UM12/14, FM19/14) bildeten keine makrozyklischen Trichothecene oberhalb der
Nachweisgrenze. Bei dem Referenzstamm S. dichroa (ATCC 18913) konnte die Bildung von

Roridin E und erstmals die Bildung von Verrucarin J beschrieben werden.
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Die Ergebnisse aus friheren Untersuchungen stimmten mit den Ergebnissen aus dieser
Untersuchung bei 40 von 45 Isolaten Uberein. Die Ergebnisse stimmen mit den
Identifikationen und dem MTT-Zytotoxizitdtstest und dem ELISA (Roridin A-Aquivalent)
uberein. Somit konnten die Isolate umfassend beschrieben werden und eine eindeutige
Korrelation zwischen der Fahigkeit zur Bildung von makrozyklischen Trichothecenen und den
Ergebnissen des MTT-Zytotoxizitatstests aus friheren Studien aufgezeigt werden.

Es konnten ausschlielllich mittels der Genotypisierung und der MALDI-TOF MS die Isolate
und Referenzstamme auf Gattungs- und Speziesebene eindeutig charakterisiert, identifiziert

und in sich verifiziert werden.
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Zusammenfassung der untersuchten Charakteristika der

Referenzstamme (n

Tabelle 36
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4 ERGEBNISSE

Zusammenfassung der untersuchten Charakteristika der Stachybotrys

Tabelle 37
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Zusammenfassung der untersuchten Charakteristika der Stachybotrys

Isolate aus Futtermitteln (n
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4 ERGEBNISSE

Zusammenfassung der untersuchten Charakteristika der Stachybotrys

Isolate aus Lebensmitteln (n
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5 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden 15 Stachybotrys Referenzstamme (ATCC und IBT) und 45
Stachybotrys-Isolate aus der Stammsammlung des Lehrstuhls fir Lebensmittelsicherheit
mittels phanotypischer, molekularbiologischer und massenspektrometrischer Methoden
charakterisiert.

Ein Schwerpunkt der Arbeit lag auf der Erstellung einer Proteinextraktionsmethode zur
Identifikation von  Stachybotrys spp. fur die Identifizierung mit MALDI-TOF
Massenspektrometrie. Die Ergebnisse der flinf Isolate, die mit vorherigen Studien nicht
Ubereinstimmen, sind womoglich auf eine nicht akkurate Erfassung von Isolaten innerhalb

der Stammsammlung bzw. Verwechslungen zuriickzufihren.

Bisherige Arbeiten zur Gattung Stachybotrys beschaftigten sich seit deren Erstbeschreibung
meist mit einzelnen Methoden wie Phanotypisierung, Genotypisierung und Untersuchung
des Metabolitenprofils (Jong und Davis, 1976; Pan et al., 2014; Wang et al., 2015), jedoch
wurden diese Methoden selten parallel angewandt (Andersen et al., 2003). Die erfolgreiche
Anwendung der MALDI-TOF Massenspektrometrie auf diese Gattung wurde bisher nur von

einer Arbeitsgruppe veréffentlicht (Gruenwald et al., 2015).

Die Taxonomie der Mycota gilt nach wie vor als sehr uneinheitlich (Hawksworth et al., 2011;
Hibbett und Taylor, 2013; Norvell, 2011; Schoch et al., 2012). Momentan wird die ITS-
Sequenzierung als das Mittel der Wahl gesehen, um ein sogenanntes ,Barcoding” der
Mycota durchzufiihren (Schoch et al., 2012). Eine Speziesidentifizierung sollte im besten Fall
mittels Sequenzierung mehrerer Genabschnitte erfolgen (Hibbett und Taylor, 2013; Taylor et
al., 2000).

Trotz dieser Empfehlungen werden immer noch neue Stachybotrys spp. allein aufgrund ihres
mikroskopischen Erscheinungsbildes beschrieben und davon lediglich Zeichnungen
veroffentlicht (Pan et al., 2014). Derzeit sind 78 Stachybotrys spp. nach den Vorgaben des
Internationalen Botanischen Kongresses 2011 (IBC) anerkannt. Davon sind allerdings nur 22
in der Datenbank NCBI anhand ihrer Nukleotidsequenzen erfasst (Crous et al., 2004; The
Royal Botanic Gardens Kew et al.,, 2014), was eine eindeutige molekularbiologische
Zuordnung erschwert. Zudem sind nur 15 Stachybotrys spp. als Referenzstamme

kommerziell verfuigbar.
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Tabelle 40 im Anhang listet die fiir die Gattung Stachybotrys existierenden Speziesnamen
und Synonyme. Die Quellen widersprechen sich (vgl. Kap. 2.1.1) in der Anzahl an genannten
Stachybotrys spp. sowie in der Synonym-Nomenklatur. Eine Spezieszuordnung innerhalb der
Gattung Stachybotrys wird zudem erschwert, da oftmals dieselbe Spezies mit
unterschiedlichen Namen beschrieben wurde (z.B. S. chartarum und S. atra). Hinzu kommt,
dass sexuelle und asexuelle Formen einer Spezies hadufig mit unterschiedlichen Namen
belegt wurden. Eine Zuordnung war rein mikroskopisch aufgrund des Mangels an
Vergleichsliteratur der sexuellen Stadien nicht méglich (z.B. Melanopsamma pomiformis und

S. albipes). Zusatzlich waren in diesem Fall scheinbar keine sexuellen Formen ausgebildet.

Die ITS-Sequenzierungsergebnisse des Referenzstamms Nectriella funicola (ATCC 96538)
deuten darauf hin, dass es sich bei diesem Stamm tatsdchlich um die neu beschriebene

anamorphe Form, also S. oleronensis, handelt (Lechat et al., 2013).

Obwohl insgesamt je 15 Stachybotrys-Feldisolate aus Umweltproben, Futter- und
Lebensmitteln charakterisiert wurden, wurden nur zwei unterschiedliche Stachybotrys-
Spezies identifiziert (S. chartarum und S. chlorohalonata). Dies konnte darin begriindet sein,
dass aufgrund der angewandten Anzuchtmethoden eine unbewusste Vorselektion
vorgenommen wurde. Diese Vermutung liegt insofern nahe, da die meisten Referenzstamme
in dieser Studie keine oder nur eine geringgradige Versporung auf Malzextraktagar zeigten,
jedoch S. chartarum und S. chlorohalonata mit wenigen Ausnahmen zuverlassig versporten.
Allerdings ist auch bekannt, dass die in diesen Habitaten dominant vorkommenden
Stachybotrys-Spezies S. chartarum und S. chlorohalonata zu sein scheinen (Andersen et al.,

2002; Biermaier et al., 2015; El-Kady et al., 1981).
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5.1 Phanotypische Charakterisierung

Die Ergebnisse der phanotypischen Differenzierung zeigten im makromorphologischen
Erscheinungsbild, dass alle Referenzstamme sich in ihrem Wachstum auf Malzextraktagar

voneinander unterscheiden.

Alle Referenzstamme zeigten verschiedene Koloniemorphologien beziglich Farbe, Grofie,
Form und Textur, wobei alle innerhalb ihrer biologischen und technologischen Replikate
(jeweils n=2) identisch waren. Wie von Andersen et al. (2003) beschrieben, wiesen
Referenzstimme von S. chartarum und S. chlorohalonata ein  ahnliches
makromorphologisches Erscheinungsbild auf. Allerdings ist eine eindeutige Identifizierung
anhand der von Samson (2010) beschriebenen Kriterien nicht durchfiihrbar. So zeigten sechs
von 15 untersuchten Isolaten aus Lebensmitteln eine deutlich abweichende

Kulturmorphologie zu vorherigen Untersuchungen (Biermaier, 2013).

Die Isolate der Stammsammlung wiesen zwar dhnliche Erscheinungsbilder auf, jedoch nicht
ausreichend konstant innerhalb der Spezies oder der Chemotypen, als dass eine sichere
Spezieszuordnung mdoglich wére; eine belastbare Ubereinstimmung von den
makroskopischen Erscheinungsbildern mit den von Samson (2010) und Andersen et al.
(2003) beschriebenen makroskopischen Merkmalen konnte in dieser Studie nicht festgestellt
werden. Bereits 1943 beschrieb Bisby, dass sich die makroskopischen Erscheinungsbilder der

Isolate durch weitere Subkultivierung und Temperatureinflisse verandern kénnen.

Um diese Einflussfaktoren in dieser Arbeit weitestgehend auszuschliefRen, wurde jede Kultur
von einer Urkultur angelegt, die direkt aus einem Lyophilisat gewonnen wurde. Somit war
keine zwischenzeitliche Lagerung im Kihlschrank und nur eine Subkultivierung notig.
Ausgehend von dieser Subkultur erfolgten alle weiteren Untersuchungen, um die
Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu gewahrleisten. Jegliches Probenmaterial, das fir die
verschiedenen Untersuchungsmethoden benétigt wurde, wurde deshalb jeweils von der

gleichen Dreipunktkultur entnommen.



5 DISKUSSION 143

Da alle Referenzstamme und Isolate unter denselben Bedingungen angezlichtet wurden,
konnten zudem die von Frazer et al. (2011) beschriebenen Einflisse durch Temperatur,
aw-Wert oder andere extrinsische Faktoren fiir die Varianz unter den lIsolaten gleicher
Gattung, Spezies und Chemotypen nahezu ausgeschlossen werden. Daher kann davon
ausgegangen werden, dass die Abweichungen des makroskopischen Erscheinungsbildes auf
erneutes Anziuichten bzw. auf das Nahrmedium zuruckzufiihren waren.

Jede erneute Anzucht birgt das Risiko einer weiteren Mutation und/oder Veranderung des
makroskopischen Erscheinungsbildes (Bisby, 1943). Ein weiterer beschriebener Grund fir
Mutationen kdnnten pilzeigene Mutagene sein, wie z.B. Mykotoxine und andere Metabolite

(Paterson und Lima, 2009).

Im Vergleich zu Festnahrmedien haben Flissigndhrmedien (z.B. Malzextrakt-Bouillon) den
Vorteil, dass keine Sporen gebildet werden, da die filamentdsen Pilze in einem vegetativen
oder Hyphen-Stadium verbleiben (Smith, 1978). Dies bedeutet, dass keine Zellreproduktion
stattfindet, sondern lediglich ein Wachsen der bereits vorhandenen Zellen und damit eine
héhere Stabilitdat des Genoms gewahrleistet ist.

Die in dieser Studie beobachteten Myzel-Pellets in fir die MALDI-TOF MS Messung
angelegten Flissigmedien wurden bisher fiir Stachybotrys spp. nicht beschrieben. Sie

scheinen aber ein charakteristisches Merkmal dieser Gattung darzustellen.

Im Gegensatz zu den makroskopischen Erscheinungsbildern dhnelten sich die
mikroskopischen Erscheinungsbilder der einzelnen Spezies sehr. Aullerdem lagen in einem
mikroskopischen Prdparat einer Reinkultur haufig sowohl raue, langliche Sporen als auch
raue, runde oder glatte, langliche Sporen vor. Dies lasst sich darauf zurickfihren, dass
innerhalb einer Kolonie sowohl jlingere als auch altere Sporen vorliegen, je nachdem, ob
man Pilzmaterial von der Mitte oder vom Rand der Kolonie abnimmt (Kap. 2.3.1) (Bisby,
1943; Wang et al., 2015).

Da jedoch bislang nicht eindeutig geklart ist, ab wann eine Spore oder ein Myzel als
ausgewachsen zu beurteilen ist, konnte keine Standardisierung erfolgen.

Es konnten der Literatur zwar Zeichnungen von den untersuchten Referenzstammen-Spezies
entnommen werden, jedoch waren diese nicht ausreichend, um eine sichere

Speziesidentifikation durchfiihren zu kénnen (vgl. Kap. 4.1.1).
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Bei dem Referenzstamm S. oenanthes (ATCC 22844) war eine vesikeldhnliche, apikale
Auftreibung der Konidiophore deutlich ausgepragt zu erkennen (Abbildung 25). Die
Zeichnung von Ellis (1971) zeigt diese Struktur jedoch nicht. Dies kann auf eine
unzureichende Zeichnung zurlickgefiihrt werden oder auf Salze, die das Myzel zur
Ausbildung solcher Auftreibungen anregt. Derartige Einflisse durch Salze in Nahrmedien
wurden bereits beschrieben (McQuade, 1963), wobei bei keinem anderen Isolat solche
vesikelartigen Strukturen ausbildet waren und alle auf dem gleichen Ndhrmedium
angezlichtet wurden.

Allein der Referenzstamm Memnoniella echinata (MYA-584) konnte innerhalb der
vorliegenden Stachybotrys spp. mikroskopisch sicher identifiziert werden, da dieser als
einziger runde Sporen in Kettenform bildete. Allerdings ist Memnoniella echinata auch in der

Lage, langliche Sporen in schleimigen Képfen zu bilden (Wang et al., 2015).

Problematisch erwies sich die Tatsache, dass die vier Referenzstamme Nectriella funicola
(ATCC 96538), S. complementi (ATCC 20511), S. longispora (ATCC 32451) und S. theobromae
(ATCC 18905) sowohl auf Malzextraktagar als auch dem von ATCC empfohlenen Agar keine
Sporen bildeten.

Auch der bislang als eines der Standardndhrmedien geltende PDA (Magan et al.,, 2012;
Samson, 2010) stellte sich, wie auch bereits in anderen Studien beobachtet (McQuade,
1963), als nicht optimal fir die Sporulation von Stachybotrys spp. heraus (vgl. Kap. 2.1.2).
S. oenanthes (ATCC 22844) und Melanopsamma pomiformis (ATCC 18873) bildeten nur
vereinzelt sehr wenige Sporen und S. dichroa (ATCC 18913),
S. cylindrospora (ATTC 16276) sowie S. parvispora (ATCC 18877) bildeten zwar mehr Sporen,
im Fall von S. oenanthes (ATCC 22844), Melanopsamma pomiformis (ATCC 18873) und
S. dichroa (ATCC 18913) lagen dennoch zu wenige fir die Beimpfung des
Flissigndhrmediums vor. Dies hatte zur Konsequenz, dass zum Einen wichtige
Charakteristika fiir eine mikromorphologische Beschreibung fehlten, und zum Anderen nicht
far alle Stamme eine Anzucht in Flissigndhrmedium fiir deren weitere Charakterisierung

mittels MALDI-TOF MS nach der entwickelten Methodik (vgl. Kap 4.1.1) moglich war.
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Die vier nicht sporenbildenden Referenzstimme (Nectriella funicola (ATCC 96538),
S. complementi (ATCC 20511), S. longispora (ATCC 32451), S. theobromae (ATCC 18905))
wuchsen deutlich langsamer im Vergleich zu den IBT-Referenzstammen S. chartarum
Chemotyp A und S, S. chlorohalonata (IBT 40288, 40293 bzw. 40285) und dem S. chartarum
ATCC-Stamm 34916.

Vermutlich handelt es sich bei Malzextraktagar um ein Substrat, das den neun oben
genannten sich in der Sporulation als problematisch erwiesenen Spezies nicht die
entsprechenden Voraussetzungen zur Bildung von Konidien bietet.

Zudem kann auch ein Uberangebot an N&hrstoffen dazu fiihren, dass nur vegetatives Myzel
gebildet wird, im Gegensatz dazu kann durch ein Uberimpfen auf Nidhrmedien ohne
Stickstoff- oder Kohlenstoffquellen eine Sporulation induziert werden (Skromne et al., 1995).
Der Nahrstoffmangel allein gilt jedoch per se nicht als Stimulus fiir eine Sporulation (Adams
et al., 1998).

Es ist ebenfalls fiir einige Mikromyzeten beschrieben, dass der Mangel an Licht zu einer
geringeren Versporung fihren kann und Licht bestimmter Wellenlange die Sporulation sogar

anregen kann (Mooney und Yager, 1990).

In der vorliegenden Studie konnte nicht geklart werden, ob es am Mangel derartiger
extrinsischer Stimuli oder der Nahrstoffversorgung lag, weshalb einige Referenzstamme
(Nectriella funicola (ATCC 96538), S. complementi (ATCC 20511), S. longispora (ATCC 32451),
S. theobromae (ATCC 18905), S. oenanthes (ATCC 22844), Melanopsamma pomiformis (ATCC
18873), S. dichroa (ATCC 18913), S. cylindrospora (ATTC 16276) und S. parvispora (ATCC
18877)) und auch untersuchte Isolate wie LM33/14 (vgl. Kap. 4.1.2) nicht oder nur
geringfligig Sporen bildeten.

Die Gattung Stachybotrys sollte gemall der Literatur auf Malzextraktagar unter den
beschriebenen Bedingungen (Kap. 3.2.1) Sporen bilden (Samson, 2010). Da zu den
Referenzstimmen Nectriella funicola (ATCC 96538), S. complementi (ATCC 20511),
S. longispora (ATCC 32451), S. theobromae (ATCC 18905) Melanopsamma pomiformis (ATCC
18873), S. cylindrospora (ATCC 16276), S. dichroa (ATCC 18913) und S. parvispora (ATCC
18877) bislang keine Daten zum Wachstum auf Malzextraktagar vorlagen, konnten keine

Vergleiche mit anderen Untersuchungen erfolgen.
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Die Unterschiede im Wachstum sprechen dafiir, dass unterschiedliche Stachybotrys spp. sich
in ihren Anspriichen an das Nahrmedium und die Anzuchtbedingungen deutlich voneinander
unterscheiden. Lediglich S. chlorohalonata, S. chartarum und Memnoniella echinata waren
auf Malzextraktagar in ihrer Wachstumsgeschwindigkeit und Versporung (mit Ausnahme von

Isolat LM33/14) vergleichbar (vgl. Kap. 4.1).

5.2 Molekularbiologische Differenzierung

In dieser Studie ergab sich, wie bereits in vorherigen Studien, dass die mikroskopische
Beschreibung ein probates Mittel ist, Gattungen zu differenzieren, es jedoch nicht maoglich
ist, innerhalb der Gattung Stachybotrys eine sichere Spezieszuordnung vorzunehmen
(Biermaier, 2013; Kluwe, 2006; Wang et al., 2015).

Zudem ist auch die Sequenzierung einzelner Genabschnitte nicht immer ausreichend oder
aussagekraftig genug, um Gattung oder sogar Spezies zu identifizieren (Hibbett und Taylor,

2013).

Aullerdem gibt es Hinweise, dass die Gattung Stachybotrys mehrere Cluster nah verwandter
Spezies enthdlt, aber auch andere Stachybotrys spp. vorkommen, die sich deutlich
voneinander unterscheiden (Wang et al., 2015). So gab es im ITS-1/4 Genabschnitt zwischen
Melanopsamma pomiformis (ATCC 18873) und dem S. chartarum und S. chlorohalonata-
Cluster nur 89 % Sequenzhomologien, wahrend S. complementi (ATCC 20511) einen viel
héheren Verwandtschaftsgrad (97 %) gegeniliber diesen Spezies aufwies. Bei dieser
Stachybotrys-Art handelt es sich laut Wang et al. (2015) um eine nicht valide Spezies, die
aber bei der ATCC als Referenzstamm gefiihrt wird. Die Ergebnisse der vorliegenden Studie
decken sich mit den Ergebnissen von Wang et al. (2015). Die Sequenzierungsergebnisse des
ITS-Genabschnittes ergaben, dass es sich bei S. complementi um S. microspora handelt.

Wang et al. (2015) schlugen aufgrund der molekularbiologischen Charakteristika vor,
Untergruppen innerhalb der Gattung Stachybotrys zu bilden. Dabei fassten sie mehrere
Isolate anhand vorhandener Sequenzen u.a. aus der Onlinedatenbank MycoBank zu
einzelnen Clustern wie z.B. S. chartarum, S. chlorohalonata und S. complementi

(S. microspora, HGUP 0120) zusammen.
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Eine Differenzierung der S. chartarum Chemotypen A und S ist bislang lediglich anhand des
tri5-Genabschnittes moglich (Andersen et al.,, 2003). Der Unterschied zwischen den
Chemotypen in diesem Sequenzabschnitt ist jedoch mit nur einem Basenaustausch als sehr
gering anzusehen (vgl. Kap. 3.2.3.2). Es handelt sich dabei um eine stille Mutation in einem
Genabschnitt, der fir das Enzym Trichodiensynthase kodiert, das fiir die Bildung von

Trichodien als ersten Schritt der Trichothecensynthese entscheidend ist (Kap. 2.3.2).

Semeiks et al. (2014) identifizierten den Genabschnitt, der fir die Ausbildung des
makrozyklischen Rings von Trichothecenen verantwortlich ist. Die Sequenzierung dieser
Satratoxin Gencluster (SC1-3) wiirde im Hinblick auf die Bildung von makrozyklischen
Trichothecenen eine genaue Differenzierung von Stachybotrys-Isolaten erméglichen. Zudem
konnte die Amplifikation dieses Genabschnittes mittels Realtime-PCR zu einer zuverldssigen

Identifikation toxinbildender Stachybotrys-Stamme fiihren.

5.3 Differenzierung mittels MALDI-TOF MS

Frihere Arbeiten zeigten, dass filamentose Pilze schwieriger mittels MALDI-TOF MS zu
bestimmen sind als Bakterien und Hefen. Der Grund dafiir sind dickere und stabiler
aufgebaute Zellwdnde, die aufwendige Proteinextraktionsmethoden notwendig machen
(Anonymous, 2014; Carlile et al., 2001; Clarka et al., 2013).

Vor allem filamentdse Schimmelpilze, die ein schwarzes Pigment bilden, fihrten in der
Vergangenheit zu qualitativ minderwertigen Spektren, da das schwarze Pigment als
Energiesuppressor wirkt und die lonisierung der Proteine hemmt (Alshawa et al., 2012;
Buskirk et al., 2011; Hettick et al., 2008a; Valentine et al., 2002). Dies ist bei Stachybotrys
ebenfalls der Fall, da einige Stachybotrys spp. auf Festndhrmedien schwarze Kolonien bilden
(vgl. Kap. 4.1).

Bislang gelang es nur in einer Arbeit, die Gattung Stachybotrys mittels MALDI-TOF
Massenspektrometrie zu identifizieren, da die schwarzen Sporen eine Messung bislang
unmoglich machten (Buskirk et al., 2011; Gruenwald et al., 2015). Gruenwald et al. (2015)
l6sten das Problem der schwarzen Sporen, indem sie im Anschluss an die ,Formic Acid
Extraction” nach Bruker (Abbildung 52 im Anhang) 2,0 pl Matrix (a-Cyano-4-Hydroxy-

Zimtsaure, (CHCA)) auf die Pilzsporen auftrugen.



148

Dadurch gewannen die Spektren zwar an Intensitat, jedoch wurde eine Extraktion der
ribosomalen Proteine nicht sicher gewahrleistet. Da Sporen in der Regel im Rahmen der
Intakt-Zell Methode zur Proteinextraktion herangezogen werden, muss davon ausgegangen
werden, dass es sich bei den generierten Spektren hauptsachlich um Zellwandproteine
handelt.

Die Intakt-Zell Methode wurde immer wieder aufgrund der einfachen Probenvorbereitung
angewandt (Chen und Chen, 2005; Fenselau und Demirev, 2001; Kemptner et al., 2009).
Diese Methode konnte sich jedoch nicht durchsetzen, da sie nicht fiir alle Mikroorganismen
eingesetzt werden konnte (Clarka et al., 2013; Hettick et al., 2008a, b). AuRerdem liefern
Sporen oftmals sehr unterschiedliche Spektren; je nach Alter kann es zu Ungenauigkeiten bei
der Identifizierung kommen, da Sporen eine sehr grof3e Diversitat in ihrem Proteinspektrum
aufweisen konnen (Janoschek, 2015). Um jedoch eine moglichst genaue und robuste
Identifizierung der filamentdsen Schimmelpilze zu gewahrleisten, haben Schrodl et al. (2012)
und Anonymous (2014) die Kultivierung von filamentésen Schimmelpilzen in

Flussignahrmedien empfohlen.

Da filamentdse Schimmelpilze in Flissigndhrmedien weder Sporen noch schwarzes Pigment
entwickeln und ein einheitliches Wachstumsstadium aufweisen, kénnen so spezifische und
reproduzierbare Spektren generiert werden. Aullerdem wird in Fliissignahrmedien schneller

Myzel (ca. 2 Tage) als auf einem Festndhrmedium (ca. 7 Tage) gebildet.

Aus diesem Grund wurde auch in der vorliegenden Studie Flissignahrmedium verwendet,
um eine moglichst robuste Proteinextraktionsmethode zu entwickeln.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigten, dass das Proteinextraktionsprotokoll von
Bruker fur filamentose Pilze (Abbildung 53 im Anhang) in seiner urspriinglichen Art fur die
ribosomale Proteinextraktion von Stachybotrys spp. nicht ausreichend war, um qualitativ

hochwertige Spektren zu erzeugen.
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Es traten zu wenig Massen mit zudem schlechter Reproduzierbarkeit und einem zu
niedrigem S/N-Verhdltnis auf (vgl. Kap. 4.3), was vermutlich auf die eher schwer
aufschlieBbaren Zellwdnde von Pilzen zuriickzufiihren ist. Daher wurde ein zusatzlicher
mechanischer Aufschluss mit Glasperlen durchgefiihrt, was in der Molekularbiologie eine
etablierte Methode fiir Zellen darstellt, die sich durch eine besonders stabile Zellwand
auszeichnen (Carlile et al., 2001). Hettick et al. (2008b) beobachteten bereits, dass Spektren

durch den zusatzlichen Einsatz von Glasperlen an Massen und an Intensitat hinzugewinnen.

Wie in Abbildung 46 zu sehen ist, weisen Massenspektren von Stachybotrys vor allem im
Bereich von m/z 2000 — 4000 Da ein sehr hohes Rauschen auf. Um diese unspezifischen
Massensignale zu reduzieren, wurde in dieser Arbeit ein Reinigungsschritt mittels DMSO
(10 %) erganzt. Diese niedermolekularen Massen flihren zu einer Suppression der
lonisierungsenergie, wodurch auch die Intensitdt anderer Signale Uber den gesamten
Massenbereich von m/z 2000 - 20000 Da abnimmt. Zudem wird die Detektionsleistung im

Bereich von m/z 2000 - 4000 Da durch kleinere unspezifische Massen gemindert.

Mittels des optimierten Extraktionsprotokolls (vgl. Kap. 3.2.4.2) auf Basis des Protokolls fiir
filamentdse Schimmelpilze in Kombination mit Glasperlen-Aufschluss und DMSO (10 %)-
Waschschritt konnten massenreiche Referenzspektren (ca. 70 Massenpeaks, S/N > 3)

generiert werden.

Fir alle als S. chartarum identifizierten Isolate (n=27) betrug der durchschnittliche Score
Value 2,604 bei einer RSD von 2,3 %. Fir S. chlorohalonata-lsolate (n=18) betrug dieser 2,380
mit einer RSD von 5,4 %, was auf eine weniger robuste Messbarkeit dieser Spezies im

Vergleich mit S. chartarum hindeutet.

Generell sind diese Score Values und deren Reproduzierbarkeit als sehr gut einzustufen. In
der einzigen Arbeit, in der Stachybotrys spp. und die Chemotypen von S. chartarum mittels
MALDI-TOF MS - allerdings anhand der Sporenproteinprofile - identifiziert wurden
(Gruenwald et al., 2015), schwankten die errechneten Score Values in einem weiten Bereich
zwischen 1,691 und 2,441 (S. chartarum) und 1,955 und 2,348 (S. chlorohalonata), wobei
keine Mittelwerte oder Standardabweichungen angegeben wurden, um die Robustheit der

Methodik einschatzen zu kdnnen. Im Unterschied zu Gruenwald et al. (2015) konnte bei den
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eigenen Untersuchungen mittels MALDI-TOF MS keine Differenzierung zwischen den
S. chartarum Chemotypen A und S erzielt werden.

Trotz einer gegeniliber Gruenwald et al. (2015) verbesserten Extraktionsmethode mit einer
deutlich erhohten Massen- und Intensitatsausbeute bei gleichzeitiger Verbesserung des S/N
Verhdltnisses war eine Differenzierung der Chemotypen mittels der Software Biotyper OC
nicht moglich. Gruenwald et al. (2015) legten fiir die Differenzierung der Chemotypen sechs
S. chartarum Chemotyp S und finf S. chartarum Chemotyp A zu Grunde. Zusatzlich konnten
die von Gruenwald et al. (2015) fir die Chemotypen beschriebenen charakteristischen
Massen gegenliber den 27 Isolaten dieser Studie nicht bestatigt werden.

Daher bleibt unklar, ob eine Unterscheidung von Chemotypen mittels MALDI-TOF MS ohne
Weiteres zuverldassig moglich oder eine weitere Subspezifizierung notwendig ist. Weitere
Studien kénnen zudem klaren, ob das entwickelte modifizierte Extraktionsprotokoll auch auf
alle filamentdsen Schimmelpilzen anwendbar ist und somit als Methode fiir die Erstellung
von Datenbanken fir die Identifizierung von Schimmelpilzen mittels MALDI-TOF

Massenspektrometrie geeignet ist.

5.4 Nachweis makrozyklischer Trichothecene

Bislang galt ausschlielich S. chartarum Chemotyp S als Bildner von makrozyklischen
Trichothecenen, weshalb auch die tri5-Sequenz ein probates Mittel zur Identifikation der
Gattung, Spezies und Chemotypen darstellte. Da auch S. dichroa in der Lage war,
makrozyklische Trichothecene zu bilden (Kap. 4.4.1), muissen die in dieser Studie
verwendeten tri5-Primer als nicht optimal zur Beurteilung des Bildungsvermoégens von
makrozyklischen Trichothecenen erachtet werden, da mittels dieses Primers der tri5-
Genabschnitt bei S. dichroa nicht amplifiziert werden konnte.

Andere Stachybotrys spp. neben S. chartarum Chemotyp S sollten daher als Produzenten von
makrozyklischen Trichothecenen nicht auBer Acht gelassen werden.

Bei 19 Isolaten von S. chartarum Chemotyp S wurden mittels LC-MS/MS unterschiedliche
Gehalte an makrozyklischen Trichothecenen detektiert.

Die Toxingesamtmenge je Isolat variierte von 395 bis 8305 ng Verrucarin A-Aquivalent/g
Agar. Diese Berechnung ist aufgrund des Mangels an kommerziell verfligbaren
Standardsubstanzen nur als semiquantitativ zu betrachten, dennoch aber geeignet, um die

gebildeten Toxinmengen vergleichend zu beurteilen. Auffdllig war diesbezliglich, dass bei
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allen untersuchten Isolaten Roridin E durchwegs den hochsten Anteil an der Gesamtsumme

der jeweils gebildeten makrozyklischen Trichothecene (62 % +/- 12 %) hatte.

Bezogen auf die Menge scheinen auRerdem besonders toxische und weniger toxische Isolate

zu existieren (vgl. Kap. 4.4.2).

Allerdings ist fraglich, inwiefern die vorab diskutierten Einflisse der Subkultivierung und
dadurch verursachte Modifikationen sowie extrinsische Faktoren derartige Schlisse
zulassen.

Weshalb bei einem Isolat wie bereits bei Biermaier et al. (2015) beschrieben kein Satratoxin
H detektiert werden konnte, daflir aber im Verhaltnis zum Gesamtgehalt prozentual mehr
Satratoxin F, konnte bisher nicht geklart werden. Mdglich waren auch hier eventuelle
Mutationen, Gen-Inaktivierungen oder eventuell sogar das Vorliegen anderer

Subspezies/Chemotypen.

Die Bildung von Roridin E wurde fir S. dichroa (ATCC 18913) bereits von Andersen et al.
(2002) beschrieben und konnte in der vorliegenden Studie bestatigt werden. Zusatzlich
wurde in dieser Arbeit die Bildung von Verrucarin J nachgewiesen (Kap. 4.4.1). Nachdem
selbst Roridin E bei diesem Isolat nur in sehr geringen Mengen detektiert werden konnte,
konnten die anderen fir S. chartarum Chemotyp S typischen makrozyklischen Trichothecene
zwar produziert worden sein, jedoch nicht in nachweisbaren Mengen. Das Vorliegen lediglich
geringer Mengen konnte auch durch eine zu kurze Wachstumszeit verursacht worden sein.
Allerdings wurden in vorherigen Untersuchungen 21 Tage als optimal fir eine

Toxinproduktion zumindest fir S. chartarum ermittelt (Hohne, 2008).

Fiir die Stachybotrys-Spezies S. albipes, S. kampalensis und S. microspora wurde eine Bildung
makrozyklischer Trichothecene in vorherigen Studien beschrieben (El-Kady und Moubasher,
1982; EI-Maghraby et al., 1991), was in dieser Arbeit in Ubereinstimmung mit den

Ergebnissen von Andersen et al. (2002) nicht bestatigt werden konnte.

Bei vier Isolaten, die gemaR der Sequenzierungsergebnisse als S. chartarum Chemotyp S
identifiziert wurden, wurden mittels der LC-MS/MS Analyse keine makrozyklischen
Trichothecene nachgewiesen.

Bei anderen Mycota wurde bereits beschrieben, dass es aufgrund von UV-Strahlen,

epigenetischen Einflissen oder der wiederholten Subkultivierung zu einem Verlust der
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Fahigkeit zur Bildung von Mykotoxinen kommen kann (Andersen et al., 2002; Bu'Lock et al.,
1986; Horn und Dorner, 2001; Woloshuk und Shim, 2013).

UV-Strahlung konnte in dieser Studie als moglicher Grund eliminiert werden. Obwohl sich
die Anzucht auf eine Subkultivierung beschrankte, kann nicht ausgeschlossen werden, dass
es dadurch bereits zum Verlust der Fahigkeit zur Mykotoxinbildung gekommen ist.

Bilgrami et al. (1988) fihrten dieses Phanomen auf das Fehlen widriger
Wachstumsbedingungen und fehlende Konkurrenz um die Nahrstoffe bei Anzucht in
Reinkultur zurlck. Solche optimalen Wachstumsbedingungen bewirkten einer Studie von
Horn und Dorner (2001) zufolge den Verlust der Fahigkeiten zur Bildung von Mykotoxinen
bei Aspergillus flavus Isolaten. Andere Studien konnten ebenfalls bestatigen, dass infolge
eines wiederholten Subkultivierens von filamentdsen Schimmelpilzen keine Mykotoxine
mehr gebildet werden (Dingley et al., 1962; Ducan und Bu'Lock, 1985; Kobel, 1969; Kobel
und Sanglier, 1978).

In allen Studien kam es gleichzeitig zu einer Veranderung der Koloniemorphologie. Ob ein
direkter oder indirekter Zusammenhang zwischen Toxinbildung und Phanotyp besteht,
konnte bislang noch nicht geklart werden. Die in der vorliegenden Studie untersuchten
S. chartarum Chemotyp S Isolate aus Gewiirzen zeigten zum Teil ein verdndertes
Erscheinungsbild im Vergleich zu ihrer urspriinglichen Beschreibung in der Studie von
Biermaier et al. (2015), keines der Isolate (n=15) verlor jedoch sein Toxinbildungsvermaogen.
Weiterhin wurde auf molekularbiologischer Ebene beschrieben, dass das inverted repeat
transgene (IRT) fur eine RNA-Stilllegung verantwortlich sein soll und dies zu einer
Inaktivierung der Fahigkeit zur Toxinbildung fiihren kann (McDonald et al., 2005).

Transgene Modifikationen sind ein weiterer moglicher Grund fir die Einstellung der
Mykotoxinbildung, was bereits flr Aspergillus spp. und Fusarium spp. beschrieben wurde
(Woloshuk und Shim, 2013).

Die Ergebnisse aller Charakterisierungsmethoden stimmten miteinander lberein, lediglich
der fehlende Nachweis von makrozyklischen Trichothecenen bei vier Isolaten von
S. chartarum Chemotyp S und der Nachweis von weiteren makrozyklischen Trichothecenen
bei S. dichroa zeigten, dass allein der Nachweis der An- bzw. Abwesenheit dieser Toxine

keinen Rickschluss auf die Stachybotrys sp. zuldsst.
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6 Zusammenfassung

Stachybotrys ist ein zelluloseliebender Schwadrzepilz, der die Fahigkeit besitzt,
hochzytotoxische Mykotoxine zu bilden, die eine Gefdhrdung fir Menschen und Tiere
darstellen kénnen. Aktuell sind 78 Stachybotrys spp. beschrieben und nach den Vorgaben
des Internationalen Botanischen Kongresses (IBC) 2011 anerkannt, von denen bislang
lediglich 22 Spezies anhand ihrer Nukleotidsequenzen in der Datenbank des National Center
for Biotechnology Information (NCBI) erfasst sind. Hinzu kommt, dass oftmals die
Nomenklatur nicht eindeutig geklart ist und einige Spezies mit bis zu 23 Synonymen
aufgefiihrt werden.

Daher war es Ziel dieser Arbeit, 45 ausgewahlte Isolate aus Umwelt-, Futtermittel- und
Lebensmittelproben (je n=15) und 15 Referenzstamme stellvertretend fir die Gattung
Stachybotrys erstmals mittels phanotypischer, genotypischer und massenspektrometrischer
Verfahren gleichzeitig zu charakterisieren. Ein Schwerpunkt dieser Arbeit lag auf der
Etablierung eines optimierten Protokolls zur Extraktion ribosomaler Proteine, anhand derer
Stachybotrys-Spezies mittels MALDI-TOF Massenspektrometrie differenziert und identifiziert
werden sollten. Im Zuge dessen wurden Referenzspektren fir insgesamt acht Stachybotrys
spp. erstellt.

Die Ergebnisse der Phanotypisierung zeigen, dass eine Identifikation auf dieser Ebene nur
unzureichend moglich ist und diese vornehmlich nur zur Gattungsidentifikation geeignet ist.
Mittels der ribosomalen Proteomanalyse (MALDI-TOF MS) konnten von insgesamt 45
untersuchten Stachybotrys Isolaten aus Umwelt-, Futtermittel- und Lebensmittelproben (je
n=15) 27 S. chartarum und 18 S. chlorohalonata Isolate erfolgreich identifiziert werden.
Diese Ergebnisse wurden anhand der Genotypisierung auf Gattungs- und Speziesebene
eindeutig  bestdtigt. Damit erwies sich die MALDI-TOF MS gegeniiber der
molekularbiologischen Identifikation als eine schnelle und zuverlassige Alternative.

Bei 19 der 23 S. chartarum Chemotyp S Isolate wurden makrozyklische Trichothecene durch
LC-MS/MS Analysen nachgewiesen. Fur den Referenzstamm S. dichroa (ATCC 18913) ist
neben Roridin E erstmals die Bildung von Verrucarin J nachgewiesen worden.

Die gleichzeitige Charakterisierung aus einer Urkultur, anhand phanotypischer,
molekularbiologischer und massenspektrometrischer Verfahren ermdglichte erstmals die

Erstellung eines umfassenden Profils von Stachybotrys spp..
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7 Summary

Stachybotrys is a black mould that can be found worldwide on cellulose-rich materials. Due
to its ability to produce highly cytotoxic mycotoxins, this genus represents a potential hazard
for human and animal health. Seventy-eight Stachybotrys spp. are currently recognised
according to the rules of the International Botanic Congress (IBC). Only 22 out of 78 are
included in the genome database of the National Center for Biotechnology Information
(NCBI). The taxonomy remains rather unclear particularly with regard to a large number of
synonyms e.g. S. chartarum with up to 23 synonyms.

The aim of this study was to contribute to a more comprehensive profile of the genus
Stachybotrys by morphology, genome, proteome as well as metabolome based techniques.
For this purpose, 45 selected isolates of Stachybotrys originating from three different
habitats (environmental, feed and food samples, each n=15) and 15 reference strains of the
American Type Culture Collection (ATCC, LGC Standards GmbH, Wesel) and the Technical
University of Denmark (DTU, IBT, Lyngby) were examined in this study. Furthermore, the
optimisation of an extraction protocol for fungal ribosomal proteins was a key challenge for
subsequent MALDI-TOF mass spectrometry measurements.

The results of the morphological description demonstrated that it was rather impossible to
reliably identify Stachybotrys on a species level, however, this method allowed a genus
identification.

The optimised protein extraction protocol enabled the generation of MALDI-TOF MS
reference spectra for eight Stachybotrys species which were successfully applied for the
identification of the isolates: the MALDI-TOF mass spectrometry analyses identified 27 S.
chartarum and 18 S. chlorohalonata isolates which exactly matched the results of the
genome-based identification. In addition, MALDI-TOF MS proved to be a fast and reliable
alternative to identification by nucleotide sequencing.

Nineteen isolates of S. chartarum chemotype S (n=23) produced macrocyclic trichothecenes
according to LC-MS/MS analyses. Furthermore, roridin E and for the first time also verrucarin
J were detected as metabolites of the reference strain S. dichroa.

The simultaneous application of morphology, genome as well as mass spectrometry based
methods first allowed a comprehensive characterization of the 45 Stachybotrys isolates and

15 reference strains.
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9 Anhang
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Fortsetzung Tabelle 40: Uberblick tiber als Stachybotrys eingeordnete Spezies

zusammengestellt nach Bisby (1943), Crous et al. (2004), NCBI

(2014) und The Royal Botanic Gardens Kew et al. (2014); Referenzen

nach The Royal Botanic Gardens Kew et al. (2014) und

Crous et al. (2004)
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Fortsetzung Tabelle 40: Uberblick tiber als Stachybotrys eingeordnete Spezies

zusammengestellt nach Bisby (1943), Crous et al. (2004), NCBI

(2014) und The Royal Botanic Gardens Kew et al. (2014); Referenzen

nach The Royal Botanic Gardens Kew et al. (2014) und

Crous et al. (2004)
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Fortsetzung Tabelle 40: Uberblick tiber als Stachybotrys eingeordnete Spezies
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(2014) und The Royal Botanic Gardens Kew et al. (2014); Referenzen

nach The Royal Botanic Gardens Kew et al. (2014) und
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Fortsetzung Tabelle 40: Uberblick tiber als Stachybotrys eingeordnete Spezies

zusammengestellt nach Bisby (1943), Crous et al. (2004), NCBI
(2014) und The Royal Botanic Gardens Kew et al. (2014); Referenzen
nach The Royal Botanic Gardens Kew et al. (2014) und

Crous et al. (2004)
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1. 300 pl Aqua dest. in ein Eppendorf Cup

2. 5-10 mg Probenmaterial in Eppendorf Cup, gut mischen

3. 900 pl EtOH, gut mischen

4. Zentrifugieren (2“ 13000 rpm) 2 min, Uberstand verwerfen, Zentrifugation
wiederholen und Uberstand verwerfen

5. Bei Raumtemperatur trocknen lassen (2 — 3 min)

6. 70 % Ameisensaure (1 bis 80 pl), gut mischen

7. ACN (1 bis 80 pl) Menge analog der Ameisensaure, gut mischen

8. Zentrifugieren (213000 rpm) 2 min

9. 1 ulvom Uberstand auf Target pipettieren, bei Raumtemperatur trocknen

10. 1 pl CHCA Matrix innerhalb einer Stunde aufbringen

Abbildung 52: Schema des Ameisensaure-Proteinextraktionsprotokolls (,,Formic Acid
Extraction”) nach Anonymous (2014)

Sabouraud-Flissignahrmedium, modifiziert, 8 ml mit biologischem Material beimpfen
Rotierend ,Gber Kopf” inkubieren, bis ausreichend Material gewachsen ist

Material im Flissigndhrmedium sedimentieren lassen (10 min)

Bis zu 1,5 ml des Sediments entnehmen und in ein Eppendorf Cup tberfihren
Zentrifugieren (> 13000 rpm) 2 min, Uberstand vorsichtig verwerfen

1 ml Aqua dest., gut mischen und vortexen fiir 1 min

Zentrifugieren (> 13000 rpm) 2 min, Uberstand vorsichtig verwerfen

Schritt 6 und 7 noch einmal wiederholen

W 9 N o 0 W NPR

Pellet in 300 ul Aqua dest. und 900 pul EtOH resuspendieren und vortexen

[y
o

. Zentrifugieren (> 13000 rpm) 2 min, Uberstand vorsichtig verwerfen

(Y
=

. Kurz zentrifugieren und restliche Flussigkeit verwerfen

[y
N

. Pellet in SpeedVac bei 37 °C fir 5 bis 10 min trocknen

[y
w

. 70 % Ameisensaure proportional zur PelletgréBe hinzufiigen
(kleines Pellet ca. 10 bis 20 ul)

14. Gleiche Menge ACN hinzufiigen, vortexen

15. Zentrifugieren (= 13000 rpm) 2 min

16. 1 pl vom Uberstand auf Target pipettieren, bei Raumtemperatur trocknen
17. 1 pl CHCA Matrix innerhalb einer Stunde aufbringen

Abbildung 53: Schema des Proteinextraktionsprotokolls zur Identifikation von filamentdsen
Schimmelpilzen nach Anonymous (2014)
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Tabelle 41: Ausgewahlte Proteinextraktionsmethoden zur Identifikation von Schimmelpilzen

mittels MALDI-TOF Massenspektrometrie
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Fortsetzung Tabelle 43: Ausgewadhlte Proteinextraktionsmethoden zur ldentifikation von

Schimmelpilzen mittels MALDI-TOF Massenspektrometrie
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Fortsetzung Tabelle 43: Ausgewadhlte Proteinextraktionsmethoden zur ldentifikation von

Schimmelpilzen mittels MALDI-TOF Massenspektrometrie
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Fortsetzung Tabelle 43: Ausgewadhlte Proteinextraktionsmethoden zur ldentifikation von

Schimmelpilzen mittels MALDI-TOF Massenspektrometrie
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Fortsetzung Tabelle 43: Ausgewadhlte Proteinextraktionsmethoden zur ldentifikation von

Schimmelpilzen mittels MALDI-TOF Massenspektrometrie
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Fortsetzung Tabelle 43: Ausgewadhlte Proteinextraktionsmethoden zur ldentifikation von

Schimmelpilzen mittels MALDI-TOF Massenspektrometrie
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Fortsetzung Tabelle 43: Ausgewadhlte Proteinextraktionsmethoden zur ldentifikation von

Schimmelpilzen mittels MALDI-TOF Massenspektrometrie
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